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S U J > l N A R Y  
T h e  u s e  o f  a l g a e  a s  b i o a s s a y  t e s t  o r g a n i s m s  
f o r  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  w a s  i n v e s t i g a t e d  a n d  a l g a l  
t e c h n i q u e s  d e v e l o p e d  t o  s t u d y  s o i l - h e r b i c i d e  
r e l a t i o n s h i p s .  
A m o n g s t  m a n y  a l g a e  t e s t e d ,  C h l o r e l l a  I D I I  
( a  C l l l o r e l l a  s p .  i s o l a t e d  f r o m  s o i l )  , . a s  f o u n d  t o  
b e  m o s t  s e n s i t i v e  t o  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  a n d  w a s  
u s e d  i n  t h e  a l g a l  t e c h n i q u e s .  
T h e  l i q u i d  a l g a l  t e c h n i q u e  c o u l d  m e a s u r e  
d i f f e r e n c e s  i n  g r o , . t h  i n h i b i t i o n  o v e r  a  r a n g e  o f  
0 . 0 2  t o  1 . 0  p p m  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  T h e  
i  
p a p e r  d i s c  t e c h n i q u e  , . a s  l e s s  s e n s i t i v e ,  b u t  c o n c e n -
t r a t i o n s  a s  l o w  a s  0 . 2  p p m  o f  a c t i v e  d i u r o n  o r  n e b u r o n  
c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  s o i l .  
t o  h a n d l e .  
I t  w a s  r a p i d  a n d  e a s y  
B a s e d  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  h e r b i c i d e  c a u s i n g  
5 0 %  i n h i b i t i o n  o f  y h 1 0 r e l l a  I D I I  i n  l i q u i d  m e d i u m ,  
t h e  f o l l o , d n g  t o x i c i t y  s e r i e s  f o r  h e r b i c i d e s  i n h i b i t i n g  
p h o t o s y n t h e s i s  w a s  e s t a b l i s h e d :  d i u r o n  ( 0 . 0 5 0  p p m »  
n e b u r o n  ( 0 . 0 6 3  p p m »  m o n u r o n  ( 0 . 1 8  p p m »  b r o m a c i l  
( 0 . 1 2  p p m h  a t r a z i n e  ( 0 . 7 ' 3  p p m ) : >  s i m a z i n e  ( 0 . 8 ' 3  p p m ) , : >  
a t r a t o n e  ( 1 . 5 0  p p m »  a m i t r o l e  ( 7 . 1 0  p p m ) .  
1 1  
R e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  a l g a l  t r i a l s  w e r e  
e v a l u a t e d  u s i n g  t h e  F r e u n d l i c h - i s o t h e r m a l  r e l a t i o n s h i p  
t o  s t u d y  t h e  a d s o r p t i o n  o f  n e b u r o n  a n d  d i u r o n  b y  s o i l .  
I t  s h o w e d  t h a t  n e b u r o n  w a s  m o r e  s t r o n g l y  a d s o r b e d  t h a n  
d i u r o n  b y  s o i l .  T h e  e f f e c t s  o f  o r g a n i c  m a t t e r  a n d  
c l a y  o n  t h e  a c t i v i t y  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  w e r e  s e p -
a r a t e l y  s t u d i e d  b y  t h e  p a p e r  d i s c  t e c h n i q u e .  N o r e  
n e b u r o n  t h a n  d i u r o n  w a s  a d s o r b e d  b y  t h e  s a m e  a m o u n t  o f  
o r g a n i c  m a t t e r  o r  c l a y .  O r g a n i c  m a t t e r  a d s o r b e d  
1 8  t i m e s  m o r e  d i u r o n  t h a n  c l a y .  
T h e  a l g a l  m e t h o d  '~as u s e d  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t s  
o f  f i v e  s o i l  f a c t o r s  o n  t h e  p h y t o t o x i c i t y  o f  d i u r o n  
i n  t w e n t y  s o i l s  c o l l e c t e d  f r o m  N e w  s o u t h  W a l e s  a n d  
S o u  t h  A u s t r a l i a .  
C o r r e l a t i o n  a n d  r e g r e s s i o n  a n a l y s e s  
o f  t h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  d i u r o n  t o x i c i t y  w a s  c l o s e l y  
r e l a  t e d  t o  o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  ( r  =  0 )  a n d  t o  
p e r c e n t a g e  h e r b i c i d e  a d s o r p t i o n  ( r  =  0 ) .  C l a y  a n d  
s i l t  d i d  n o t  s e e m  t o  a f f e c t  t l 1 . e  p h y t o t o x i c i t y  o f  
d i u r o n .  
F r o m  t h e  r e g r e s s i o n  s t u d i e s ,  i t  w a s  c o n c l u d e d  
t h a t  d i u r o n  r e c o m m e n d a t i o n s  b a s e d  o n  s o i l  o r g a n i c  c a r b o n  
c o n t e n t  c o u l d  b e  m a d e .  IIo\~ever , i t  m i g h t  b e  u n s a t i s -
f a c t o r y  w i t h  s o i l  o r  l o w  o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  (O . 8'1~) ' 
R e c o m m e n d a t i o n s  b a s e d  o n  a n  a d s o r p t i v e  i n d e x  p r o v e d  t o  
b e  m o r e  r e l i a b l e  f o r  a l l  t h e  s o i l s  s t u d i e d .  
1 1 1  
D i o a s s a y s  \ d t l l  p l a n t s  ( o a t s )  a n d  C i 1 l o r e l l a  N N I  
H e r o  c a r r i o d  o u t  u s i n g  i ' o l l r t e e n  s o i l s .  A  h i C ; l ' l  
c o r r e l a t i o n  w a s  n o t e d  b e t \ , e e n  t h e  r e s p o n s e s  ( £ 0 5 0  
v a l u e s )  o b t a i n e d  b y  t h e  t w o  t l l c t h o d s .  T l " l C  h i G h  d e r : r e e  
o f '  c o r r e l a t i o n  p r o v i d e d  a  S O l l n d  b a s i s  f ' o r  t h e  u s o  o f '  
t h e  a l G a l  t e c h n i q u e  t o  r e p l a c e  t h e  l e n c ; h t y  h i s - h e r  
p l a n t  a s s a y s  a n d  s o i l - h e r b i c i d e  s t u d i e s .  
A d s o r p t i o n  v a l u e s ,  o b t a i n e d  b y  t h e  l i q u i d  a n d  
p a p o r  d i s c  t e c h n i q u e s ,  w e r e  u t i l i s e d  t o  p r e d i c t  
a p p l i c n t i o n  r a t e s  o f '  d i n r o n  a n d  s i m a z i n e  i n  w h e a t  
i ' i e l d  t r i a l s  f ' o r  t h r e e  c o n s e c u t i v e  y e a r s  i n  C a m d e n ,  
C a s t l e  H i l l  a n d  N a r r a b r i .  
T h e  d o s a g e s  d e t e r m i n e d  
b y  t h e  a l g a l  t e c h n i q u e  " e r e  r e l i a b l c ,  c o n s i s t e n t l y  
G a v e  f , ' o o d  w e e d  c o n t r o l  w i t h o u t  d a m a g e  t o  c r o p s ,  a n d  
l e . f t  n o  h a r m f u l  r e s i d u e s  a f ' t o r  h a r v e s t .  
T h e  L l o d e  o f '  a c t i o n  o f  s o m o  h o r b i c i : . : e s ,  
•  
V 1 Z .  ,  
d i u r o n  a n d  n m i t r o l e  w a s  i n v e s t i c a t o d  b y  s t u d y i . n g  
t h o i r  o i ' i ' o c t s ,  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s ,  o n  G r o w t h ,  
p l ' l o t o s y n t h e t i c  p i g m e n t s  a n d  u l t r a s t r u c t u r e  o f '  
C l t l o r e l l a  . . . .  ~1I . 
' . o d i f ' i e d  f i x a t i o n  p r o c e d u r e s  i n  e l e c t r o n  
m i c r o s c o p y  w e r e  u s e d  t o  e s t a b l i s h  t h e  u l t r a s t r u c t u r e  
o f '  C h l o r e l l a  m u  a n d  E u g l e n . " " l  s p .  T h e  p r e s e n c e ,  
d i s t r i b u t i o n  a n d  c o n f o r m a t i o n  o f '  D N A  m o l e c u l e s  i n  
i v  
t h e  c h l o r o p l a s t  o f  C h l o r e l l a  m u  w e r e  d e m o n s t r a t e d  
b y  l i e h t  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  I n  b o t h  E u g l e n a  
a n d  C h l o r e l l a  N N I ,  t h e  i m p l i c a t i o n  o f  a  p r o t e i n  
s y n t l 1 . e t i c  s y s t e m  i n  t h e  c l l i o r o p l n s t  d i s t i n c t  f r o l 1 l  a  
c y t o p l a s m i c  p r o t e i n  s y n t h e t i c  s y s t e m ,  w a s  d i s c u s s e d  
o n  t h e  b a s i s  o f  a t t a c h m e n t  o f  D N A  f i b r i l s  t o  t h e  
l a m e l l a e  m e m b r a n e s ,  w i t h  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  r i b o s o m e s  
a n c I  p o l y s o r n e s .  
A  s i m p l e  s e t  u p  w a s  d e v i s e d  t o  g r o w  s y n c h r o n o l l S  
c u l t u r e s  o f  C h l o r e l l a  N N I .  
C e l l s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  
v a r i o u s  s t a G e s  o f  t h e  l i f e - c y c l e ,  a n d  u s e d  t o  s t u d y  
t h e  p r o c e s s  o f  c e l l  d i v i s i o n  a t  a n  u l t r a s t r u c t u r a l  
l e v e l .  
C e l l s  c o l l e c t e d  f r o m  s y n c h r o n o u s  c u l t u r e s  w e r e  
u t i l i z e d  i n  t h e  s t u d y  o f  e f f e c t s  o f  d i l l r o n  a n d  a m i t r o l e  
o n  g r o w t h ,  p h o t o s y n t h e t i c  p i g m e n t s  a n d  u l t r a s t r u c t u r e .  
E x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  w e r e  d e s i g n e d  t o  m i n i m i s e  t h e  
l i k e l i h o o d  o f  d e t e c t h g  s e c o n d a r y  e f f e c t s .  L o , ;  a n d  
h i g h  l e v e l s  o f  h e r b i c i d e  w e r e  u s e d .  
A l g a l  c e l l  d i v i s i o n  
w a s  m o r e  s e n s i t i v e  t o  d i u r o n  t h a n  p h o t o s y n t t l e t i c  p i g m e n t  
s y n t l , e s i s .  
V e r y  1 0 ' "  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  h e r b i c i d e  
s t i r n u l a  t e d  g r O l ; t h  a n d  c h l o r o p h y l l  p r o d u c t i o n .  T h e o r e t i c a l  
i U l p l i c a t i o n s  , ; e r e  d i s c u s s e d  , ; i t h  r e g a r d  t o  c h l o r o p h y l l  
a : b  r a t i o ,  a n d  t h e  t w o  p h o t o s y s t e m s  i n  c h l o r o p l a s t .  
I t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  prin~ry e f f e c t  o f  d i u r o n  
•  
l S  
v  
l o c a l i s e d  o n  c h l o r o p h y l l  p i g t , j e n t s .  
s t r u c t u r a l  
c h a n g e s  i n  t h e  c h l o r o p l a s t  " e r e  s e c o n d a r y  t o  e f f e c t s  
o n  t h e  p i g m e n t s .  
T h e  r e s u l t s  f r o m  s t u d i e s  " i t h  
E u g l e n a ,  ,~hich i s  p h y  s i o l o g i c a l l y  d i f f e r e n t  f r o l l l  
C h l o r e l l a  }~~ , s u p p o r t e d  t h e  a b o v e  o b s e r v a t i o n s .  
A I  d  t r o l e ,  " a s  f o u n d  t o  a c t  p r i m a r i l y  o n  t h e  c a r o t e m i d s ,  
r e s u l t i n G  i n  a  p r o b a b l e  s e c o n d a r y  e f f e c t  o n  n u c l e i c  
a c i d s  i n  t h o  c h l o r o p l a s t .  
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1  G E N E R A L  I N T R O D U C T I O N .  
1 . 1  I n t r o d u c t i o n  
P o t  t r i a l s  \ V i t h  h i g h e r  p l a n t s  a n d  c L L e m i c a l  
a n a l y s e s  h a d  b e e n  u s e d  t o  a s s a y  a n d  t o  s t u d y  p h e n y l u r e a  
i L e r b i c i d e s  i n  s o i l .  D e c a u s e  o f  t h e  m o d e  o f  a c t i o n  
o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  ( i n h i b i t i o n  o f  p h o t o s y n t h e s i s ) ,  
p l a n t  a s s a y  i s  a  l e n g t h y  t e c h n i q u e .  C h e m i c a l  
a n a l y s i s ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  m a y  i n v o l v e  t L l e  l o n g  
a n d  t e d i o u s  p r o c e s s  o f  e x t r a c t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  
o f  t h e  h e r b i c i d e  f r o m  s o i l ,  a n d  m a y  n o t  a l \ V a y s  b e  
s p e c i f i c o  A s  a  r e s u l t  o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  i t  
\ V a s  d e c i d e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  u s i n g  
u n i c e l l u l a r  a l g a e  t o  a s s a y  a n d  s t u d y  t h e  p h y t o t o x i c  
c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s .  
T h i s  t h e s i s ,  t h e r e f o r e ,  i s  m a i n l y  c o n c e r n e d  
w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a l g a l  t e c h n i q u e s  f o r  t h e  
b i o a s s a y  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s ,  t h e i r  a p p l i c a t i o n  
i n  l 1 . e r b i c i d e  s o i l  r e l a t i o n s h i p s  a n d  i n  t h e  r e c o l l l l l l e n d -
a t i o n  o f  f i e l d  a p p l i c a t i o n  r a t e s  b a s e d  o n  l a b o r a t o r y  
i n v e s t i g a t i o n s  ( P a r t  I ) .  T h e  u s e  o f  a l g a e  i s  a l s o  
e x t e n d e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t s  o f  d i u r o n  a n d  
o t h e r  h e r b i c i d e s  o n  g r 0 1 . t h ,  p h o t o s y n t h e t i c  p i g \ l l e n t s ,  
u l t r a s t r u c t u r e ,  a n d  m a y  t h u s  c o n t r i b u t e  t o  t h e  
u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  m e c h a n i s m  o f  a c t i o n  o f  t h e s e  
h e r b i c i d e s  o n  p h o t o s y n t h e t i c  c e l l s .  
,  
1" ,  
1 0 2  R E V I E W  O F  L I T E R A T U R E  
-
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1 0 2 0 1  T h e  Phe~lurea H e r b i c i d e s  
- - .  . . . . . _ -
C h e m i c a l s  h a v e  b e e n  u s e d  a g a i n s t  w e e d s  s i n c e  1 8 5 0 .  
T h e  a r s e n i c a l s  w e r e  t h e  f i r s t  c h e m i c : . : c l s  t o  b e  t e s t e d  w i d e l y  
f o r  w e e d  c o n t r o l  a n d  t o  g a i n  g e n e r a l  a c c e p t a n c e  a s  h e r b i c i d e s .  
S i n c e  t h e n ,  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  n e w  h e r b i c i d e s  h a s  p r o g r e s s e d  
s t e a d i l y .  A n  i m p o r t a n t  t u r n i n g  p o i n t ,  w h i c h  l e d  t o  t h e  
e x t e n s i v e  u s e  o f  c h e m i c a l s  f o r  w e e d  c o n t r o l  i n  a g r i c u l t u r e ,  
c a m e  w i t h  t h e  d i s c o v e r y  o f  t h e  h e r b i c i d a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  
p h e n o x y a c e t i c  a c i d s  i n  1 9 4 4 .  N o t  l o n g  a f t e r ,  T h o m p s o n  e t  
a l  ( 1 9 4 6 ) ,  B u c h a  a n d  T o d d  ( 1 9 5 1 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  p h e n y l u r e a s  
h a d  h e r b i c i d a l  p r o p e r t i e s .  
B u c h a  a n d  T o d d  ( 1 9 5 1 )  f o u n d  t h a t  
t h e  c o m p o u n d  J - ( p - c h l o r o - p h e n y l ) - 1 - 1 - d i m e t h y l u r e a  ( l 1 o n u r o n )  
w a s  v e r y  e f f e c t i v e  i n  t h e  c o n t r o l  o f  2 . Y U l u a l  a n d  p e r e n n i a l  
"T a s s e s .  
u  
A f t e r  e x t e n s i v e  f i e l d  t r i a l s ,  I \ 1 c C a l l  ( 1 9 5 2 )  
r e p o r t e d  t h a t  m o n u r o n  h a d  s h o v m  p r o m i s e  a s  a  s e l e c t i v e  
h e r b i c i d e  i n  c r o p s  t h a t  w e r e  r e l a t i v e l y  t o l e r a n t  t o  t h i s  
m a t e r i a l .  S e o n  a f t e r ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  c h e m i c a l  V i a s  
e x t r e m e l y  p e r s i s t e n t  ~nd c o u l d  b e  u s e d  e f f e c t i v e l y  a s  a  s o i l  
s t e r i l a n t .  T h e  u r
6
e  f o r  r a p i d  a d v a n c e  ,  a s s o c i a t e d  w 1  t h  t h e  
d i s c o v e r y  t h a t  t h e  s y n t h e t i c  c h e m i c a l  c o u l d  b e  u s e d  a s  a  w e e d  
k i l l e r ,  l e d  t o  m o r e  a c t i v e  r e s e a . r c h  i n  t h i s  f i e l d .  A s  a  
r e s u l t  a  v d d e  r a n g e  o f  p h e n y l u r e a s  w a s  s y n t h e s i z e d  a n d  s c r e e n e d  
f o r  h e r b i c i d a l  a c t i v i t y  i n  t h e  l a b o r a t o r y  a n d  g r e e n h o u s e .  
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T h e  f i r s t  p h e n y l u r e a s  w e r e  c h l o r i n e - s u b s t i t u t e d  d i m e t h y l  
d e r i v a t i v e s .  
R e c e n t l y  s y n t h e s i z e d  c o m p o u n d s  h a v e  m o r e  
c o m p l e x  r i n g  s u b s t i t u e n t s  a n d  a l k y l  g r o u p s .  
C o m p o u n d s  
s h o w i n g  g o o d  h e r b i c i d a l  a c t i v i t y  i n  t h e  i n i t i a l  s c r e e n i n g  
t r i a l s  w e r e  t h e n  t e s t e d  i n  f i e l d  t r i a l s  t o  e v a l u a t e  t h e i r  
a c t i v i t i e s  o n  w e e d s  a n d  c r o p s .  
I n  t h e  U n i t e d  S t a t e s ,  
W e s t  G e r n , a n y ,  a n d  B r i t a i n ,  t h i s  e x p e r i m e n t a l  w o r k  e s t a b l i s h e d  
t h e  p h e n y l u r e a s  a s  p o t e n t  a n d  s e l e c t i v e  h e r b i c i d e s .  T o d a y  
t h e y  a r e  u s e d  e x t e n s i v e l y  a s  s e l e c t i v e ,  s o i l - a p p l i e d ,  p r e -
e m e r g e n t  a n d  p o s t - e m e r g e n t  h e r b i c i d e s  i n  a g r i c u l t u r e  a n d  a s  
s o i l  s t e r i l a n t s .  B e c a u s e  0 1 '  t h e i r  p e r s i s t e n c e  i n  s o i l s  f o r  
v e r y  l o n g  p e r i o d s ,  t h e  p h e n y l u r e a s  h a v e  r e c e i v e d  m u c h  a t t e n t i o n  
i n  r e l a t i o n  t o  t h e i r  r e m o v a l  a n d  i n a c t i v a t i o n  i n  t h e  s o i l .  
1 . 2 . 2  g a c t o r s  A f f e c t i n g  L o s s  o f  P h e n y l u r e a  
H e r b i c i d e s  f r o m  S o i l  
. . . .  
T h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  t h e  h e r b i c i d e s  t o  l o s s  o r  
d e g r a d a t i o n  a f t e r  a p p l i c a t i o n  i n  s o i l s  d e p e n d s  o n  s o i l  
p r o p e r t i e s  a n d  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  ( U p c h u r c h ,  1 9 6 6 ) .  
F a c t o r s  i n f l u e n c i n g  t h e  l o s s  o f  h e r b i c i d e s  i n  s o i l s  
i n c l u d e :  v o l a t i l i t y ,  p h o t o - d e c o m p o s i t i o n ,  m i c r o b i a l  d e g -
r a d a t l o n ,  l e a c h i n g ,  a d s o r p t i o n ,  c h e m i c a l  d e g r a d a t i o n ,  
b i o l o g i c a l  u p t a k e  a n d  m e t a b o l i s m  b y  p l a n t s .  T h e s e  f a c t o r s  
c a n  b e  i n f l u e n c e d  b y  t h e  a p p l i c a t i o n  r a t e ,  u n i " o r m i t y  o f  
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a p p l i c a t i o n ,  s o i l  i n c o r p o r a t i o n  a n d  t h e  t i m e  i n t e r v a l  
b e t w e e n  a p p l i c a t i o n  a n d  i n c o r p o r a t i o n .  
P h o t o - d e c o m p o s i t i o n  a n d  V Q l a ! i l i z a t i o n  
B i r k  ( 1 9 5 5 )  f o u n d  t h a t  p h o t o - d e c o m p o s i t i o n  m i g h t  b e  
a  f a c t o r  i n  t h e  d i s a p p e a r a n c e  o f  m o n u r o n  f r o m  s o i l s .  
T h i s  w a s  c o n f i r m e d  b y  H i l l  e t  a l  ( 1 9 5 5 ) ,  w h o  s h o w e d  t h a t  a n  
8 3 %  l o s s  o f  m o n l l l ' o n  o c c l l l ' r e d  w h e n  a  s t a . n d a r d  s o l u t i o n ,  
c o n t a i n i n g  8 8 . 3  p p m  i n  g l a s s  d i s t i l l e d  w a t e r  s e a l e d  i n  
q u a . r t z  t u b e s ,  w a s  e x p o s e d  t o  s u n l i g h t  f o r  f o r t y  e i g h t  d a y s .  
W e l d o n  a n d  T i m m o n s  ( 1 9 6 1 a )  d e m o n s t r a t e d  p h o t o -
c h e m i c a l  ch~nges a n d  r e d u c t i o n s  i n  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  
d i l l l ' o n  a n d  m o n l l l ' o n ,  w h e n  t h e s e  h e r b i c i d e s  w e r e  s u b j e c t e d  
t o  u l t r a - v i o l e t  r a d i a t i o n  f o r  2 8  h o u r s .  T h e y  s u g g e s t e d  
t h a t  s i m i l a r  p h o t o c h e m i c a l  c h a n g e s  m i g h t  O C C l l l '  i n  n a t l l l ' a l  
s u n l i g h t  w h e n  t h e s e  h e r b i c i d e s  r e m a i n  o n  t h e  s o i l  s u r f a c e s  
f o r  p r o l o n g e d  p e r i o d s  a f t e r  a p p l i c a t i o n .  
J o r d a n  e t  a l  ( 1 9 6 2 )  u s i n g  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  a n a l y s i s ,  
- -
s t u d i e d  t h e  e f f e c t s  o f  c o n t r o l l e d  i r r a d i a t i o n  w i t h  u l  t r a -
v i o l e t  l i g h t  a n d  s u n l i g h t  u p o n  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  
u n d e r  s i m u l a t e d  f i e l d  c o n d i t i o n s .  T h e y  s h o w e d  p h o t o -
c h e m i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  h e r b i c i d e s  b y  b o t h  t r e a t m e n t s ,  
b u t  s u g € e s t e d  t h a t  o n c e  t h o s e  h e r b i c i d e s  w e r e  a d s o r b e d  o r  
i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  s o i l  t h e  l o s s  d u e  t o  p h o t o d e c o m p o s i t i o n  
V i a s  n e g l i g i b l e .  
6  
S h e e t s  ( 1 9 6 2 )  s h o w e d  t h a t  m o n u r o n  a n d  d i u r o n  
d i s a p p e a r e d  m o r e  r a p i d l y  f r o m  s o i l  e x p o s e d  t o  s u n l i g h t  
t h a n  f r o m  s h a d e d  s o i l .  T ' l e y  r e p o r t e d  t h a t  a t  h i g h  s o i l  
t e m p e r a t u r e s  i t  w a s  i m p o s s i b l e  t o  s e p a . r a t e  l o s s e s  c a u s e d  
b y  p h o t o d e c o m p o s i t i o n  f r o m  l o s s e s  c a u s e d  b y  v o l a t i l i z a t i o n .  
o  0  
U n d e r  t e m p e r a t u r e s ,  v u r y i n g  f r o m  2 0  t o  5 0  c ,  l o s s  o f  
m o n u r o n  b y  v o l a t i l i z a t i o n  w a s  n e g l i g i b l e  b e c a u s e  o f  i t s  
e x t r e m e l y  l o w  v a p o u r  p r e s s u r e .  
I t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t~at 
l o s s  o f  p h e n y l u r e a s  b y  v o l a t i l i z a t i o n  m a y  b e  i m p o r t a n t  o n l y  
w h e n  h e r b i c i d e s  r e m a i n  o n  t h e  s o i l  s u r f a c e  e x p o s e d  t o  h o t  
0 . n d  d r y  c o n d i  t i o n s .  
b e a c h i n g  
S o m e  h e r b i c i d e s  f c l r e  d i s p l a c e d  f r o J : l  t h e  u p p e r  l a y e r s  
0 : :  s o i l  ( w h e r e  m o s t  o f  t h e  w e e d  s e e d s  a r e  l o c a t e d )  b y  
l e t c h i D b  u n d e r  h e a v y  r _ i n f a l l  o r  i r r i g a t i o n .  
H o w e v e r ,  
l e a c h i 1 l b  p l a y s  l i  t t l e  p a r t  i n  t h e  d i s a p p e a r a n c e  o f  r . l O s t  o f  
t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  
H i l l  e t  a l  ( 1 9 5 5 )  s h o w e d  t~at 
- -
a f t e r  a p v l i c a t i o n  o f  1  t o  2  l b s / a c  ( 1 . 1  t o  2 . 2  K g / h a )  o f  
m o n u r o n  a n d  d i u r o n ,  o n  a  p o r o u s  s o i l  i n  e x t r e m e l y  h i g h  
r ' . i n f a l l  c o n d i t i o n s ,  v e r y  l i t t l e  h e r b i c i d e s  a p p e a r e d  b e l o w  
a  d e p t h  o f  4  i n c h e s  ( 1 0  c m ) .  U p c h u r c h  a n d  P i e r c e  ( 1 9 5 7 )  
s t u d i e d  t h e  e f f e c t s  o f  a m o u n t ,  i n t e n s i t y  a n d  f r e q u e n c y  o f  
s i m u l a t e d  r~infall u p o n  t h e  l e a c h i n g  o f  m o n u r o n  f r o m  a  
L a k e l a n d  s a n d y  s o i l .  T h e y  c o n c l u d e d  t h : : . : t  t h e  l e a c h i n g  
p r o c e s s  d e p e n d e d  o n  t h e  s o l u b i l i t y  o f  m o n u r o n  a n d  t h e  a m o u n t  
a d s o r b e d  t o  t h e  s o i l  f r o ! : :  t h e  p e r c o l a t i n g  s o l u t i o n .  
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T h e y  a l s o  f o u n d  t h a t  s o i l  o r g a n i c  m a t t e r  h a d  a  v e r y  m a r k e d  
e f f e c t  o n  t h e  l e a c h i n g  o f  m o n u r o n  ( U p c h u r c h  a n d  P i e r c e ,  1 9 5 8 ) .  
B u r n s i d e  e t  ~l ( 1 9 6 3 )  r e p o r t e d  t h a t  4  m o n t h s  a f t e r  a p p l i c a -
t i o n  o f  5  I b / a c r e  ( 5 . 6  K g / h a )  o f  l i n u r o n ,  1 . 1  t o  2 . 0  p p m  
w e r e  f o u n d  i n  t h e  0 - 3 "  ( 0 - 7 . 5  c m )  l a y e r  o n l y .  i n  3  d i f f e r e n t  
s o i l  t y p e s .  J o r d a n  e . t  ~l ( 1 9 6 3 )  a l s o  s h o w e d  t h a t  l e a c h i n g  
o f  l i n u r o n  w a s  v e r y  s l i g h t  a n d  i t  w a s  r e l a t e d  t o  i t s  s o l u b i l i t y ,  
D u b e y  a n d  F r e e m a n  ( 1 9 6 5 )  c o m p a r e d  t h e  l e a c h i n g  o f  l i n u r o n  a n d  
d i p h e n a m i d  i n  s o i l s .  A t  a n  a p p l i c a t i o n  r a t e  o f  2 5  I b / a c r e  
( 2 8  K g / h a ) ,  l i n u r o n  d i d  n o t  l e a c h  t o  t h e  5 - 6 "  l a y e r  i n  a  s a n d y  
l o a m  s o i l ,  e V " e n  w i t h  t h e  l a . r g e s t  a . m o u n t  o f  w a t e r .  
I n  a  s i l t  
l o a m ,  a t  2 5  l b / a c r e  ( 2 8  K g / h a ) ,  l i n u r o n  m o v e d  t o  2 - 3  i n c h  
( 5 - 7 . 5 c m )  d e p t h  w i t h  8  i n c h e s  ( 2 0  c m )  o f  w a t e r ,  b u t  s t i l l  
r e m a i n e d  i n  h i g h l y  p h y t o t o x i c  c o n c e n t r a t i o n  a t  t h e  s u r f a c e .  
A s h t o n  ( 1 9 6 1 )  i n  h i s  s t u d i e s  w i t h  s i m u l a t e d  f u r r o w  i r r i g a t i o n ,  
f o u n d  t h a t  t h e  l a t e r a l  m o v e m e n t  o f  f e n u r o n ,  m o n u r o n ,  d i u r o n  
a n d  n e b u r o n ,  s h o w e d  v a r i a t i o n  ; v i  t h  s o i l  t y p e s .  I t  w a s  
g r e a t e s t  i n  Y o l o  s a n d y  l o a m ,  i n t e r m e d i a t e  i n  S a c r a m e n t o  c l a y ,  
a n d  l e a s t  i n  S t a t e n  I s l a n d  p e a t y  m u c k .  F e n u r o n ,  w h i c h  w a s  
m o r e  s o l u b l e  a n d  l e s s  s t r o n g l y  a d s o r b e d  b y  s o i l s  t h a n  m o n u r o n  
m o v e d  l a t e r a l l y  m o r e  q u i c k l y  t h a n  t h e  o t h e r  t h r e e  h e r b i c i d e s .  
G e i s s b u h l e r  e t  a l  ( 1 9 6 5 a )  a l s o  i n d i c a t e d  t h  t  l e a c h i n g  
- -
o f  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  w a s  r e l a t e d  t o  s o l u b i l i t y  a n d  
a d s o r p t i o n .  T h e y  c o m p a . r e d  t h e  l e _ c h i n 8  o f  3 - [ p - ( p - c h l o r o -
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p h e n o x y ) - p h e n y l ] - 1 - 1 - d i m e t h y l u r e a  ( C i b a  1 9 8 3 )  w i t h  a  r e f e r e n c e  
c o m p o u n d  1 - b u t y l - 3 - ( 3 , 4 - d i c h l o r o p h e n y l ) - 1 - m e t h y l u r e a  t N e b u r o n )  
i n  t h r e e  d i f f e r e n t  s o i l s  a n d  a t  t w o  d i f f e r e n t  s o i l - m o i s t u r e  
l e v e l s .  T h e y  f o u n d  t h a t  t h e  b u l k  o f  t h e  C i b a  1 9 8 3  r e m a i n e d  
i n  t h e  1  c m .  l a y e r  o f  t h e  t h r e e  s o i l s  w h e n  2 0 0  m m .  o f  
s i m u l a t e d  r a i n f a l l  w a s  a p p l i e d  d u r i n g  a  4 5 - h o u r  p e r i o d .  
O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  a  g r e a t  p r o p o r t i o n  o f  t h e  n e b u r o n  h a d  m o v e d  
b e l o w  t h e  t o p  5  c m  l e v e l .  C i b a  1 9 8 3  h a d  a  v e r y  l o w  s o l u b i l -
i t y  t 4  p p m )  a n d  w a s  v e r y  s t r o n 6 l y  a d s o r b e d  b y  s o i l  p a r t i c l e s .  
H i l t o n  a n d  Y u e n  ( 1 9 6 6 )  a l s o  c o n c l u d e d  t h a t  l e a c h i n g  
i s  o f  m i n o r  i m p o r t a n c e  i n  r e d u c i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  d i u r o n .  
T h e y  f o u n d  t h a t  l e a c h i n g  w a s  n e g l i g i b l e  b e l o w  a  d e p t h  o f  2  
i n c h e s  ( 5  c m )  i n  a  H a w a i i a n  s u g a r c a n e  t o p  s o i l  v / h e n  d i u r o n  
w a s  a p p l i e d  a t  r a t e s  u p  t o  2 0  l b s  p e r  a c r e  ( 2 2 . 4  K g / h a ) .  
Q h e m i c a l  D e c o m p o s i  t , i o n  
T h e  u r e a  h e r b i c i d e s  a r e  s u f f i c i e n t l y  s t a b l e  u n d e r  
n o r m a l  t e m p e r a t u r e  a n d  s o i l  c o n d i t i o n s  t o  r e s i s t  b r e a k d o w n  
b y  h y d r o l y s i s  o r  c h e m i c a l  o x i d a t i o n ,  ( H i l l  e t  a l  1 9 5 5 ) .  
A l t h o u g h  i t  h a s  b e e n  sug~ested t h a t  m o n u r o n  c o u l d  b e  b r o k e n  
d o w n  t o  s i m p l e r  c o m p o u n d s  b y  b o t h  a c i d  a n d  a l k a l i  h y d r o l y s i s  
( L o w e n  ~d B a k e r ,  1 9 5 2 ) ,  s u c h  p r o c e s s e s  d o  n o t  o c c u r  u n d e r  
n o r m a l  s o i l  c o n d i t i o n s .  T h i s  w a s  c o n f i r m e d  b y  H a r t l e y  
( 1 9 6 0 ) ,  w h o  p o i n t e d  o u t  t h a t  " l I U I I l i i b l l l U I  8 i  e x t r e m e  a c i d i c  o r  
a l k a l i n e  c o n d i t i o n s ,  n e c e s s a r y  f o r  h y d r o l y s i s  o f  t h e  p h e n y l u -
r e a  h e r b i c i d e s ,  a r e  b e y o n d  t h e  n O r l : l a l  p H  r a n g e s  o f  s o i l .  
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~eactivation b y  s o i l  microorganism~ 
M o s t  h e r b i c i d e s ,  w h e n  a p p l i e d  t o  s o i l s  a r e  d e c o m p o s e d  
o r  p a r t i a l l y  d e g r a d e d  b y  s o i l  m i c r o o r g a n i s m s .  H o w e v e r ,  
t h e  n u m b e r  o f  s p e c i e s  c a p a b l e  o f  d e g r a d i n g  t h e  v a r i o u s  
c o m p o u n d s  a n d  t h e  r a t e  o f  d e c o m p o s i t i o n  v a r i e s .  S o m e  o f  
t h e  h e r b i c i d e s ,  s u c h  a s  2 , 4 - D  a n d  d a l a p o n ,  d i s a p p e a r  
c O r . l p l e t e l y  w i t h i n  a  f e w  w e e k s  w h i l e  o t h e r s  s u c h  a s  t h e  
p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  m a y  p e r s i s t  f o r  m o n t h s  i n  s o i l .  
( a )  
M i c r o o r g a n i s m s  
S e a r l e  a n d  C u p e r y  ( 1 9 5 4 ) ,  i n  t h e i r  s t u d i e s  w i t h  
m e t h y l - l a b e l l e d  m o n u r o n ,  f o u n d  t h a t  1 0 %  o f  t h e  c o m p o u n d  
w a s  d e c o m p o s e d  b y  s o i l  m i c r o o r g a n i s m s  i n  9 0  d a y s .  
C
1 4  
I n v e s t i b a t i n g  t h e  e f f e c t  o f  a u t o c l a v e d  a n d  n o n - a u t o -
c l a v e d  s o i l s  o n  t h e  r e s i d u a l  a c t i v i t y  o f  t h e  p h e n y l u r e a s ,  
H i l l  e t  a l  ( 1 9 5 5 ) ,  H i l l  a n d  I J c G a h e n  ( 1 9 5 5 )  c o n f i r f f i e d  t h a t  
m i c r o o r g a n i s m s  i n c r e a s e  t h e  b r e a k d o v - n  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  
i n  s o i l .  T h e y  s h o w e d  t h  t  c e r t a i n  s o i l  b a c t e r i a  b e l o n g i n g  
t o  t h e  ~seudomonQs, X a n t h o m o n a s ,  S a r c i n a  ~nd B a c i l l u s  g r o u p s  
e n d  t h e  f u n g i ,  P e n i c i l l i u m  s p .  a n d  : : 2 . E e r e i l l u s  s p . ,  v / e r e  
a b l e  t o  u s e  m o n u r o n  a s  a  s o l e  s o u r c e  o f  c a r b o n  i n  a g a r  
m e d i a .  H o w e v e r ,  i t  h~s n o t  b e e n  p o s s i b l e  t o  o b t a i n  f r o m  
s u c h  a c t i v e  o r g a n i s m s ,  c e l l - f r e e  s y s t e m s  o r  e n z y m e  p r e p -
a r  l t i o n s  c a p a b l e  o f  o x i d i s i n G  o r  d e g r a d i n G  u r e a  h e r b i c i d e s .  
1 0  
( b )  E f f e c t s  o f  t e m p e r a t u r e ,  m o i s t u r e  a n d  p H  
L o u s t e l o t  e t  a l  ( 1 9 5 3 )  s h o w e d  t h a t  l o s s  o f  m o n u r o n  
t o x i c i t y  i n  t h e  s o i l  d e p e n d e d  o n  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  s o i l  
a n d  o n  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s .  
F r o m  t h e i r  r e s u l t s  t h e y  
s u g g e s t e d  t h a t  f a c t o r s  s u c h  a s  t e m p e r a t u r e ,  a d e q u a t e  m o i s t u r e ,  
o r g a n i c  m a t t e r  w e r e  f a v o u r a b l e  f o r  m i c r o b i a l  d e c o m p o s i t i o n  
o f  t h e  h e r b i c i d e s  i n  t h e  s o i l .  O g l e  a n d  W a r r e n  ( 1 9 5 4 )  a l s o  
o  
i n d i c a t e d  t h a t  t e m p e r a t u r e s  b e t w e e n  3 0
0
0  a n d  4 0  0  f a v o u r e d  
t h e  l o s s  o f  m o n u r o n  f r o m  m u c k  s o i l .  
R a h n  a n d  B a y n a r d  ( 1 9 5 8 )  f o u n d  t h a t  m o n u r o n  d i s a p p e a r e d  
m o r e  r a p i d l y  f r o m  a  c u l t i v a t e d  t h a n  f r o m  a  n o n - c u l t i v a t e d  
s o i l .  
T h e y  s u g g e s t e d  t h a t  c u l t i v a t i o n  a c c e l e r a t e d  m i c r o b i a l  
d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e  b y  i m p r o v i n g  s o i l  a e r a t i o n .  
R e i d  ( 1 9 6 3 )  r e p o r t e d  t h a t  p H ,  m o i s t u r e ,  a n d  t e m p e r a t u -
r e  a f f e c t  t h e  r a t e  o f  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  
S h e e t s  e t  . § : l  ( 1 9 6 4 )  f o u n d  t h a t  d i u r o n  w a s  s l o w l y  i n a c t i v a t e d  
i n  s o i l  a n d  t h a t  i n  a  c o o l  c l i m a t e  d e t o x i c a t i o n  m i g h t  s t i l l  
b . e  p r o c e e d i n g  1 2  m o n t h s  a f t e r  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  a  d o s e  o f  
2  l b / a c r e  ( 2 . 2  K g / h a ) .  
( c )  E f f e c t s _ o f  o E g a n i c  m~:tter 
I n  g e n e r a l ,  microor~anisms a r e  m o r e  a c t i v e  i n  s o i l s  
h i g h  i n  o r g a n i c  m a t t e r .  
T h e  i n f l u e n c e  o f  s o i l  o r g a n i c  
m a t t e r  o n  t h e  p e r s i s t e n c e  o f  p h e n y l u r e a s  i n  s o i l ,  h o w e v e r ,  
i s  n o t  c o m p l e t e l y  unde~stood. R e i d  ( 1 9 6 3 )  o b s e r v e d  t h a t  
m o n u r o n  d e c o m p o s i t i o n  o c c u r r e d  m o r e  r a p i d l y  i n  s o i l  c o n t a i n i n g  
a  h i g h  p e r c e n t a g e  o f  o r g a n i c  m a t t e r  t h a n  i n  s o i l s  c o n t a i n i n g  
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l i t t l e  o r  n o  o r g a n i c  m a t t e r .  
I n  c o n t r a s t ,  G e i s s b u h l e r  
e t  a t  ( 1 9 6 3 )  f o u n d  t h a t  d e c o m p o s i t i o n  o f  c h l o r o x u r o n  
- - - -
o c c u r r e d  m o r e  r a p i d l y  i n  a  s a n d y  l o a m  s o i l  t h a n  i n  a  h u m u s  
s o i l .  C o r b i n  a n d  U p c h u r c b  ( 1 9 6 7 )  a l s o  r e p o r t e d  a  s l o w e r  
r a t e  o f  d e t o x i c a t i o n  o f  d i u r o n  i n  s o i l s  h i g h  i n  o r g a n i c  
m u t t e r .  T h e y  s u g g e s t e d  t h n t  t h e  te~bicide m o l e c u l e s  we~e 
s o  s t r o n ; ; l y  a d s o r b e d  o y  t h e  o r g a n i c  m a t t e r  t h : J . t  t h e y  w e r e  
n o t  a v a i l a b l e  f o r  m i c r o b i a l  a t t a c k .  
I n  a d d i t i o n ,  t h e  h i S h  
o r g a n i c  m a t t e r  i n  s o i l  p r o v i d e s  m i c r o o r g a n i s m s  w i t h  a  r e a d i l y  
a v a i l a b l e  f o o d  s u p . l l y  f o r  a  I o n , '  p e r i o d ,  t h u s  d e l a y i n g  t h e  
d e c o m p o s i t i o n  o~ h p . r b i c i d e .  1 1 0 r e  i n f o r m a t : ; ' o n  i s  t : J . e r e f o r e  
r e q u i r e d  b e f o r e  t h e  e f f e c t  o f  s o i l  o r g a n i c  m a t t e r  o n  t h e  
m~crobial d e g r a d a t i o n  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  c a n  b e  
ade~u~tely a s s e s s e  •  
( d )  ~athw~s o f  d p c Q f f i £ o s i t i o n  
T h e  mecl1anisr~ b y  w h i c h  m i c r o o r g a n i s m s  d e g r a d e  
p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  h : t s  r e c e i v e d  : : l U c h  a t t e n t i o n  i n  t h e  
1 8 . s t  f e w  y e a r s .  G e i s s b u h l e r  e t  a l  ( 1 9 6 3 )  s l l O w e d  t h a t  s o i l  
- -
o i c r o o : : : \ " a n i f l m s  d e g r a d e d  cb~oroxuron b y  s u c c e s s i v e  d e m e t h y -
1 8 . t i o n ,  f o l l o ' , ' l e d  b y  h y d r o l y s i s  o f  t h e  p h e n y l u r e a  t o  a n i l i n e .  
j ) a l t o n  e t  : 1 1  ( 1 9 6 6 ) ,  u S i n "  d i u r o n ,  c o n f i r n e d  " L n . i s  m e c h : : m i s m  
- -
o f  d e s r a d a t l o n  i n  s o i l .  
S c h r o e d e r  ( 1 9 7 0 )  t e s t e d { ; h e  a b i l i t y  
o f  8 1  f u n , ' i  ' 1 . n d  1 3  b a c  t e r i a  t o  d e c o m p o s e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  
i n  n u t r i e n t  s o l u t i o n .  H e  f o u n n  t h a t  7 8  ou~ 0 :  t h e  9 4  
o r g a n i s m s  w e r e  : : . b l e  t o  b r e a k  d o v m  t h e  h e r b i c i d e s  b e y o n d  
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t h e  c h l o r a n i l i n e s .  
D e c o m p o s i t i o n  o f "  t h f >  c h e m i c a l s  i n v o l v e d  
t h e  f o l l o w i n G  s t e p s :  d e m e t h y l a t : L o n ,  demethoxyl,~tion , 
h y d r o l y s i s  ~nd d e c a r b o x y l a t i o n .  
T h e  f o l l o w i n g  i s  t h e  
h y p o t h e t i c a l  s c h e m e  f o r  t h e  p a r t i a l  d e g r a d a t i o n  o f  d i u r o n  
b y  s o i l  m i c r o o r g a n i s m s :  
C l - 4  
\ :  
C l  
C l  
H O  /  3  
I  "  
" , - N - C - N ,  
C 1
3  
( D i u r o n )  
C L  
,  
C l  
N H 2  
C 1
3  
H O  /  
I  •  
C l -
N - C - N ' H  
C l  
3 - ( 3 , 4 - d i c h l o r o p h e n y l ) - 1 -
m e t h y l u r e a  
H  0  
,  ,  
) - N - C- N H
2  
3 , 4 - d i c h l o r o p h e n y l u r e a  
3 , 4 - d i c h l o r o a n i l i n e  
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~dsorption b y  S o i l  
1 ' h e  g r e a t e r  a m o u n t  o f  w o r k  o n  t h e  a d s o r p t i o n  o f  
t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  i n  s o i l s  h a s  b e e n  c a . r r i e d  o u t  
w i t h  m o n u r o n  a n d  d i u r o n  : m d ,  t o  a  l e s s e r  d e c r e e  V l i t h  f e n u r o n ,  
V a r i o u s  a p p r o a c h e s  ' h , ' v e  b e e n  u s e d  i n  t h e  
u d s o r p t i o n  s t u d i e s  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s .  I n  t h e s e  i n v e s t i g a -
t i o n s ,  t h e  e f f e c t  o f  s o i l  t y p e  o . n d  o r g a n i c  m a t t e r  o n  p h y t o t o -
x i c i t y  w a s  d e t e r m i n e d  e i t h e r  c h e m i c a l l y  a f t e r  s h a k i n g  a q u e o u s  
h e r b i c i d e  s o l u t i o n s  w i t h  s o i l  s a m p l e s ,  o r  b i o l o g i c a l l y  b y  
d e t e r m i n i n G  t h e  r e d u c t i o n  o f  t o x i c i t y  a g a i n s t  i n d i c a t o r  p l a n t s  
( S h e r b o u r n e  a n d  F r e e d ,  1 9 5 4 ;  B i n g e m a n  a n d  H i l l ,  1 9 5 5 ;  
U p c h u r c h ,  1 9 5 8 ;  S h e e t s ,  1 9 5 8 ;  C o g g i n s  a n d  C r a f t s ,  1 9 5 9 ;  
Y u e n  ~d H i l t o n ,  1 9 6 2 ;  H i l t o n  a n d  Y u e n ,  1 9 6 3 ,  1 9 6 6 ;  H a r r i s  
~nd S h e e t s ,  1 9 6 5 ;  H a r r i s ,  1 9 6 6 ;  O b i e n  e t  a I ,  1 9 6 6 ;  L i u  e t  a I ,  
.  - - - -
1 9 7 0 )  •  
A n o t h e r  a p p r o a c h  u s e d  V i a s  t o  d e t e r m i n e  t h e  a d s o r p t i o n  
i s o t h e r m s  o r  d i s t r i b u t i o n  c o e f f i c i e n t s  u s i n g  s o i l  c o l l o i d s  
a n d  w e l l  c h a r a c t e r i s e d  a b s o r b e n t s ,  l F r i s s e l  a n d  B o l t ,  1 9 6 2 ;  
~eissbuhler e t  a I ,  1 9 6 3 ;  H a n c e ,  1 9 6 5 a , b ;  H a n c e ,  1 9 6 7 ) .  
A d s o r p t i o n  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  m o s t  j m p o r t a n t  p r o c e s s  
w l r i c h  i n f l u e n c e s  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  
( A u d u s ,  1 9 6 4 ;  U p c h u r c h ,  1 9 6 6 ) .  
T h e  e x t e n t  t o  w h i c h  t h e y  a r e  
a d s o r b e d  d e t e r m i n e s  t h e  h e r b i c i d e  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  s o i l  
s o l u t i o n  l H i l t o n  a n d  Y u e n ,  1 9 6 3 ) .  
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T h i s  a f f e c t s  t h e  i n i t i a l  p n y t o t o x i c i t y  o f  t h e  h e r b i c i d e s  i n  
t h e  s o i l .  
S h e r b o u r n e  a n d  ~Teed ( 1 9 5 4 )  f o u n d  a  v e r y  h i g h  d e g r e e  
o f  a d s o r p t i o n  o f  m o n u r o n  o n  o r g a n i c  m a t t e r  a n d  o n  c l a y  
p a r t i c l e s .  F u r t h e r  r e s e a r c h  h a s  s h o w n  t h a t  o r g a n i c  m a t t e r  
c o n t e n t  i s  a p p a r e n t l y  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  f a c t o r  i n f l u e n c i n g  
t h e  a d s o r p t i o n  o f  p h e n y l u r e a s  i n  s o i l .  ( O g l e  a n d  V i a r r e n ,  
1 9 5 4 ;  S h e e t s ,  1 9 5 8 ;  U p c h u r c h ,  1 9 5 8 ;  U p c h u r c h  a n d  M a s o n ,  1 9 6 2 ;  
D u b e y  a n d  F r e e m a n ,  1 9 6 4 ;  H a n c e ,  1 9 6 5 a ;  U p c h u r c h  ~! ~1 , 1 9 6 6 ;  
L i u  e t  a l ,  1 9 7 0 )  
C o g g i n s  a n d  C r a f t s  ( 1 9 5 9 ) ,  o n  t h e  b a s i s  o f  b i o l o g i c a l  
e x p e r i m e n t s ,  c o n c l u d e d  t h a t  c l a y  r e d u c e d  t h e  t o x i c i t y  o f  
p h e n y l u r e a s  t o  b a r l e y .  
N e b u r o n  w a s  m o s t  s t r o n g l y  a f f e c t e d  
f o l l o w e d  b y  0 1 h 1 T U ,  d i r l r o n ,  m o n u r o n  a n d  f e n u r o n .  G e i s s b u h l e r  
e t  a l  ( 1 9 6 3 )  f o u n d  t h a t  b e n t o n i t e  c l a y  g r e a t l y  r e d u c e d  t h e  
t o x i c i t y  o f  n e b u r o n  a n d  c h l o r o x u r o n .  I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  
a d s o r p t i v e  e f f e c t  o f  t h e  c l a y  i s  m o r e  i m p o r t a n t  f o r  p h e n y -
l u r e a s  w i t h  l o w  w a t e r  s o l u b i l i t y .  
D i u r o n  a n d  n e b u r o n  w e r e  f o u n d  t o  b e  r e l a t i v e l y  m o r e  
t o x i c  u n d e r  h i g h  m o i s t u r e  c o n d i t i o n s  t h a n  u n d e r  l o w  m o i s t u r e  
l e v e l s ,  ( U p c h u r c h ,  1 9 5 7 ) .  T h e  l e s s  p o l a r  h e r b i c i d e  m o l e c u l e s ,  
u n d e r  l o w  m o i s t u r e  l e v e l s  w e r e  f o u n d  t o  c o m p e t e  m o r e  f a v o u r -
a b l y  w i t h  t h e  p o l a r  w a t e r  m o l e c u l e s  f o r  s o i l  a d s o r p t i o n  s i t e s .  
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Y u e n  a n d  H i l t o n  ( 1 9 6 2 ,  1 9 6 3 ) ,  i n  s t u d i e s  o f  a d s o r p t i o n  
o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  i n  s o i l s  o f  H a w a i i a n  s u g a r  c a n e -
f i e l d s ,  f o u n d  t h a t  a l l  s o i l s  t e s t e d  s h o w e d  a  g r e a t e r  a d s o r p t i v e  
c a p a c i t y  a n d  b o n d  s t r e n g t h  f o r  d i u r o n  t h a n  f o r  m o n u r o n .  
B o n d i n g  e n e r g y ,  m e a s u r e d  b y  t h e  r e s i s t a n c e  t o  d e s o r p t i o n ,  
w a s  f o u n d  t o  b e  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  a d s o r p t i v e  c a p a c i t y .  
T h e y  a l s o  o b s e r v e d  t h a t  p h y t o t o x i c i t y  i n c r e a s e d  i n  t h e  
f o l l o w i n g  o r d e r :  f e n u r o n c : :  linuron~ m o n u r o n  <  d i u r o n ,  w h i l e  
w a t e r  s o l u b i l i t y  w a s  r a n g e d  a s  f o l l o w s :  d i u r o n  <  l i n u r o n  5  
m o n u r o n  <  f e n u r o n .  H o w e v e r ,  H a r r i s  a n d  W a r r e n  ( 1 9 6 4 ) ,  a n d  
H a n c e  ( 1 9 6 5 a )  f o u n d  n o  c l o s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  a d s o r p t i o n  
o f  p h e n y l u r e a s  a n d  t h e i r  w a t e r  s o l u b i l i t i e s .  
Y u e n  a n d  H i l t o n  ( 1 9 6 2 )  i n d i c a t e d  t h a t  s o i l  p H ,  
p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  s o l u b l e  s u l p h a t e s  a n d  p h o s p h a t e  i o n s ,  
s o l u b l e  m o n o v a l e n t  c a t i o n s  ( K + ) ,  a n d  i n o r g a n i c  s a l t s  a n d  
b a s e s  h a d  l i t t l e  o r  n o  e f f e c t  o n  t h e  p h y t o t o x i c i t y  o f  t h e  
p h e n y l u r e a s  i n  s o i l .  R i e s  a n d  S w e e t  a l s o  f o u n d  n o  c o n s i s -
t e n t  e f f e c t  o f  s o i l  p H  o n  t h e  a c t i  v i  t y  o f  m O n t l r o n .  I n  t h e i r  
s t u d i e s  w i t h  c o t t o n  a n d  r y e g r a s s ,  t h e y  f o u n d  t h a t  v a r i a t i o n s  
o f  l e v e l s  o f  N ,  K ,  a n d  p H  i n  W h i t e  S t o r e  a n d  G e o r g e v i l l e  
s o i l s  h a d  l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  g r o w t h  r e s p o n s e  o f  t h e  p l a n t s  
t r e a t e d  w i t h  d i u r o n .  C o g g i n s  a n d  C r a f t ,  ( 1 9 5 9 )  r e p o r t e d  
t h a t  t h e  s o l u b i l i t y  o f  p h e n y l u r e a s  i n c r e a s e d  v n t h  i n c r e a s i n g  
p H ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m o r e  f r e e  h e r b i c i d e  m o l e c u l e s  
i n  s o l u t i o n  a n d  h i g h e r  t o x i c i t y  t o  p l a n t s .  
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S h e e t s  ( 1 9 5 8 )  a n d  U p c h u r c h  ( 1 9 5 e )  f o u n d  a n  
i n v e r s e  correlat~_or, b e t w e e n  p h y t o t o x i c i  t y  a n d  c a t i o n  
e x c h a n g e  c a p a c i t y  i n  t h e  s o i l .  I n  c o n t r a s t ,  H i l t o n  a n d  
Y u e n  ( 1 9 6 3 )  r e p o r t e d  n o  s u c h  r e l a t i o n s h i p  b y  d i r e c t  a d s o r p t i o n  
m e a s  u r e m e n  t s .  
I n  g e n e r a l ,  i t  H P I , " " , : l - S  t i e l .  t  a d s o r p t i o n  o f  t h e  
p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  i n  t h e  s o i l  i s  r e l a t e d  t o  o r g a n i c  
m a t t e r ,  p e r c e n t a g e  o f  c l a y  a n d  c a t i o n  e x c h a n g e  c a p a c i t y .  
S o i l  p H  d o e s  n o t  s e e m  t o  h a v e  a  m a j o r  i m p o r t a n c e ,  a n d  t h e r e  
i s  a  r o u g h  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  s o l u b i l i t y  o f  h e r b i c i d e  i n  
w a t e r  a n d  t h e  d e g r e e  o f  i t s  a d s o r p t i o n  i n  s o i l .  
T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  
h e r b i c i d e  m o l e c u l e  a n d  i t s  a d s o r p t i o n  h a s  r e c e i v e d  l e s s  
a t t e n t i o n .  
C o g g i n s  a n d  C r a f t s  ( 1 9 5 9 )  s u g g e s t e d ,  f r o m  t h e  
e l e c t r o p h o r e t i c  b e h a v i o u r  o f  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s ,  t h a t  
t h e  s h i f t  i n  e l e c t r o J '  1 8 _ 1 : ; . 1 ( "  c c - u s e d  b y  t h e  a d d i  t~ o n  f  a  
c h l o r i n s  n t o l  L o  t L . ,  " 2 . - : : 1  s u b s t i  t u e n t  I I Q u l d  ~ffeL;t U t u . , o r p t i o n  
r e l a t i o n s h i p s .  
T h e y  a l s o  f o u n d  t h a t  t h e  r e m o v a l  o f  o n e  
m e t h y l  g r o u p  d e c r e a s e d  t o x i c i t y  i n  J , u h - j e n i ;  " o l u t i o n .  
W o r k i n g  w i t h  t h e  p h e n o x y a c e t i c  a c i d H ,  S h E d k  a n d  N e a l  ( 1 9 6 0 )  
f o t m d  t h e , t L l w  c !  . 1 0 r : i ) 8  S I . ,  b s t i  t u  ~ion O T ,  I  L e  2 . : ( ' ; , / 1  c r o u p  
i n c r e n H e d  a . d s o r p t i o n .  
F r o m  t h e  w o r k  o f  G e i f l f  l 1 l " I J . l e r  e t  a l  
_ _ 7  
( 1 9 6 3 ) ,  i t  w a s  ! l o t e d  t h a t  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  a  s e c o n d  
a r o m ' . t i c  n u c l e u s  c a u s e d  a  m o r e  p r o n o u n c e d  e f f e c t  o n  a d s o r p t i v e  
p r o p e r t i e s .  
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H a n c e  ( 1 9 6 5 ) ,  i n  h i s  s t u d i e s  o f  p h e n y l u r e a s  i n  B r i t i s h  
s o i l s ,  c a m e  t o  t h e  s a m e  c o n c l u s i o n s .  
H e  f o u n d  t h a t  t h e  
p h e n y l u r e a s  m i g h t  b e  c l a s s i f i e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  o r d e r  o f  
i n c r e a s i n g  a d s o r p t i o n :  f e n u r o n <  m e t h y l u r e a <  p h e n y l u r e a  <  
m o n u r o n <  m o n o l i n u r o n  <  d i u r o n 5  l i n u r o n  <  n e b u r o n  <  c h l o r o x u r o n .  
-
1  . 2 . 3  
P e r s i s t e n c e  i n  S o i l  
T h e  p e r s i s t e n c e  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  i n  v a r i o u s  
s o i l s  u n d e r  d i f f e r e n t  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  h a s  b e e n  
s t u d i e d  ( L o u s t a l o t  e t  a , l ,  1 9 5 3 ;  H i l l ,  1 9 5 4 ;  Og l e  a n d  
W a r r e n ,  1 9 5 4 ;  H i l l  e t ,  a l ,  1 9 5 5 ;  R a h n  a n d  B a y n a r d ,  1 9 5 8 ;  
B r u n s  § . 1  a l "  1 9 6 2 ;  D a w s o n  § . 1  a I ,  1 9 6 7 ) .  
A t  r e c o m m e n d e d  
r a t e s  o f  a n n u a l  a p p l i c a t i o n s ,  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  
u s u a l l y  d e c o m p o s e  f a s t  enou~h t h a t  q u a n t i t i e s  t o x i c  t o  m o s t  
c r o p  p l a n t s  d o  n o t  a c c u m u l a t e  i n  t h e  s o i l  ( H i l l  e t  a l ,  1 9 5 5 ;  
- -
R a h n  a n d  B a y n a r d ,  1 9 5 8 ;  A r l e  e t  § 1 ,  1 9 6 5 ) .  
H o w e v e r ,  
s e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  f o u n d  t h a t  a t  t h e  a p p l i c a t i o n  
r a t e  o f  2 - 4  l b / a c  ( 2 . 2  t o  4 . 5  K g / H a )  o r  l e s s ,  r e s i d u a l  
p h y t o t o x i c i t y  o f  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  r e m a i n e d  i n  s o i l  
f r o m  6  t o  1 2  m o n t h s  ( W e l d o n  a n d  T i m m o n s ,  1 9 6 1 ;  B r u n s  e t  a I ,  
- -
1 9 6 2  ;  
S h e e t s ,  T . J . ,  1 9 6 4 ;  
L e e ,  W. O . ,  1 9 6 6 ;  D a w s o n  e t  a l ,  
- -
1 9 6 8 ;  D a l t o n  § . !  § 1 ,  1 9 6 6 ;  U p c h u r c h  § . 1  a l ,  196~. 
A l t h o u g h  p e r s i s t e n c e  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  m a y  b e  a  
d i s t i n c t  a d v a n t a g e  i n  w e e d  c o n t r o l ,  i t  m a y  a l s o  c o n s t i t u t e  
a  d i s a d v a n t a g e  t o  s e n s i t i v e  c r o p s  d u r i n g  s u b s e q u e n t  s e a s o n s  
( U p c h u r c h  e~ 0 . 1 ,  1 9 6 9 ) .  
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S o i l  f a c t o r s  w h i c h  i n c r e a s e  t h e  d u r a t i o n  o f  
r e s i d u a l  p h y t o t o x i c i t y  a r e  p r i m a r i l y  t h o s e  t h a t  1 V 0 u l d  
t e n d  t o  r e t a r d  m i c r o b i a l  a c t i v i t y  a n d  c h e m i c a l  r e a c t i o n s .  
H i l l  ( 1 9 5 3 )  a n d  D u b e y  a n d  F r e e m a n  ( 1 9 6 3 )  o b t a i n e d  c o n c l u s i v e  
e v i d e n c e  t h a t  m i c r o b e s  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  d i s a p p e a r n n c e  o f  
m o n u r o n  a n d  d i u r o n  i n  s o i l .  
F a c t o r s  w h i c h  a f f e c t  m i c r o b i a l  
a c t i v i t y  i n f l u e n c e  t h e  b r e a k d o w n  o f  t h e  p h e n y l u r e a  
h e r b i c i d e s .  P e r s i s t e n c e  o f  s e v e r a l  p h e n y l u r e a s  i s  r e d u c e d  
i n  m o i s t  s o i l s  c o m p a r e d  w i t h  d r y  s o i l s  ( D a r d i n g  a n d  F r e e m a n ,  
1 9 6 8 )  •  Incre~ses i n  o r g a n i c  m a t t e r  c o n t e n t  o f  t h e  s o i l  
a r e  g e n e r a l l y  r e g a r d e d  a s  c a p a b l e  o f  d e c r e a s i n g  r e s i d u a l  
p h y t o t o x i c i t y  ( H i l l  e t  a l  1 9 5 5 ;  O g l e  a n d  W a r r e n ,  1 9 5 4 ;  
U p c h u r c h ,  1 9 5 8 ;  D u b e y  ~i a l ,  1 9 6 6 ) .  H o w e v e r ,  G e i s s b u h l e r  
e , t  a l ,  1 9 6 3 ,  a n d  C o r b i n  a n d  U p c h u r c l 1 ,  1 9 6 7 ,  o b s e r v e d  a  
s l o w e r  r a t e  o f  d e t o x i c a t i o n  o f  c h l o r o x u r o n  a n d  d i u r o n  i n  
s o i l s  w i t h  h i g h e r  o r g a n i c  m a t t e r  c o n t e n t .  
S o i l  p H  m a y  i n f l u e n c e  t h e  r e a c t i v i t y  o f  t h e  h e r b i c i d e s  
a n d  e x e r t  a  g r e a t  e f f e c t  o n  t h e  k i n d s  o f  m i c r o o r g a n i s m s  
a c t i v e  i n  t h e  s o i l .  
I n  s o i l s  o f  n e u t r a l  o r  a l k a l i n e  p H ,  
b a c t e r i a  a n d  a c t i n o m y c e t e s  p r e d o m i n a t e ,  w h i l e  i n  a c i d  s o i l s ,  
f u n g i  a r e  m o s t  n u m e r o u s .  S i n c e  f u n g i  a p p e a r  t o  b e  l a r g e l y  
r e s p o n s i b l e  f o r  m i c r o b i a l  d e c o m p o s i t i o n  o f  p h e n y l u r e a  
h e r b i c i d e s  ( S c h r o e d e r ,  1 9 7 0 ) ,  o n e  m i g h t  e x p e c t  d e c o m p o s i t i o n  
t o  o c c u r  m o r e  r a p i d l y  i n  a c i d  s o i l s .  T h e  e f f e c t  o f  c a t i o n  
e x c h a n g e  c a p a c i t y  o r  r e s i d u a l  p h y t o t o x i t y  h a s  n o t  b e e n  
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a d e q u a t e l y  i n v e s t i g a t e d .  
R e d u c e d  r e s i d u a l  p h y t o t o x i t y  
h~s b e e n  f o u n d  t o  o c c u r  i n  s u r f a c e  s o i l s  w h e n  c o m p a r e d  
t o  s u b - s o i l s  c o n t a i n i n g  e q u a l  a m o u n t s  o f  h e r b i c i d e .  
T h i s  p r o b a b l y  r e s u l t e d  f r o m  g r e a t e r  m i c r o b i a l  o r  p h y s i c o -
c h e m i c a l  a c t i v i t y  i n  t h e  s u r f a c e  s o i l s .  
M o n u r o n  a n d  d i u r o n  a r e  w i d e l y  u s e d  f o r  t h e  c o n t r o l  
o f  w e e d s  i n  a g r i c u l t u r a l  c r o p s .  P e r s i s t e n c e  p r o b l e m s  a r e  
s o m e t i m e s  e n c o u n t e r e d  w h e n  c r o p s  s e n s i t i v e  t o  m o n u r o n  a n d  
d i u r o n  f o l l o w  c o r n  o r  c o t t o n  i n  c r o p  r o t a t i o n s ,  ( U p c h u r c h  
~1 a I ,  1 9 6 9 ) .  
W h e a t ,  s o y b e a n s ,  t o b a c c o ,  p e a n u t s ,  c u c u m b e r  
a r e  a l l  s u s c e p t i b l e  t o  l o V l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i u r o n .  
I n  W e s t e r n  Or e g o n ,  w h e r e  d i u r o n  i s  u s e d  e x t e n s i v e l y  f o r  w e e d  
c o n t r o l  i n  w h e a t ,  e x t e n s i v e  h e r b i c i d a l  i n j u r y  t o  t h e  w h e a t  
i t s e l f  h a s  o c c u r r e d  o n  s e v e r a l  o c c a s i o n s  ( S e d g e l e y  a n d  
B o e r s m a ,  1 9 6 9 t  U p c h u r c h  e t ,  § 1 ,  ( 1 9 6 9 )  r e p o r t e d  a  p o t e n t i a l  
h a z a r d  f r o m  r e s i d u e  t o  t h e  s e n s i t i v e  c r o p s  gro~n i n  x o t a t i o n  
w i t h  d i u r o n  t r e a t e d  c r o p s .  I n  N o r t h  C a r o l i n a ,  s o y b e a n s  
w e r e  i n j u r e d  1  a n d  2  y e a r s  a f t e r  a p p l i c a t i o n s  o f  1 . 2  I b  
a n d  2 . 4  I b / a c  ( 1 . 3  a n d  2 . 6  K g / H a )  i n  b o t h  2  y e a r  a n d  4  y e a r  
r o t a t i o n s .  I n  N e b r a s k a  o a t s  w e r e  d a m a g e d  1 2  m o n t h s  a f t e r  
a p p l i c a t i o n  o f  2 . 5  I b / a c  ( 2 . 7 5  K g / H a )  o f  m o n u r o n  ( B u r n s i d e  
e t  a I ,  1 9 6 3 ) .  
1 . 2 . 4  Up t a k e  b y  P l a n t s  
M o s t  e x p e r i m e n t s  o n  t h e  a b s o r p t i o n  o f  p h e n y l u r e a  
h e r b i c i d e s  b y  r o o t s  o f  p l a n t s  h a v e  b e e n  c o n d u c t e d  i n  n u t r i e n t  
s o l u t i o n s .  
T h e s e  h e r b i c i d e s  h a v e  g e n e r a l l y  b e e n  f o u n d  t o  
,  
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b e  r e a d i l y  t r a n s l o c a t e d  i n  t h e  x y l e m ,  
T h u s  t h e y  f o l l o w  
t h e  t r a n s p i r a t i o n  s t r e a m  t o  t h e  l e a v e s ,  w h e r e  t h e y  e x e r t  
t h e i r  e f f e c t  b y  i n h i b i t i n g  p h o t o s y n t h e s i s  ( B a y e r  a n d  Y a m a g u -
c h i ,  1 9 6 5 ;  G e i s s b u h l e r  £ !  § 1 ,  1 9 6 3 ;  Fang~! § 1 ,  1 9 5 5 ;  
S m i t h  a n d  S h e e t s ,  1 9 6 7 ;  M i n s h a l l ,  1 9 5 4 ,  1 9 5 7 ;  E s h e l ,  1 9 6 9 ) .  
T h e  r a t e  o f  t o x i c  a c c l l m u l a t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e  i n  
t h e  l e a f  t i s s u e  d e p e n d s  o n  t h e  r a t e  o f  u p t a k e  a n d  t r a n s l o -
c a t i o n ,  b i n d i n g  o f  t h e  h e r b i c i d e s  a t  m e t a b o l i c a l l y  i n a c t i v e  
s i t e s ,  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  s p e c i e s  t o  d e t o x i f y  t h e  h e r b i c i d e ,  
a n d  t h e  r a t e  a t  w h i c h  s u c h  d e t o x i c a t i o n  o c c u r s .  
W h e n  a p p l i e d  t o  l e a f  s l l r f a c e s ,  t h e  p h e n y l u r e a s  
r e m a i n  l o c a l i s e d  a n d  t h e r e  i s  a l m o s t  n o  t r a n s l o c a t i o n  i n t o  
s t e m  o r  o t h e r  l e a v e s  b y  t r a n s p o r t  t h r o u g h  t h e  p h l o e m  
( G e i s s b u h l e r  e t  a I ,  1 9 6 3  b ) .  B a y e r  a n d  Y a m a g u c h i  ( 1 9 6 5 )  
h a v e  s h o w n  t h a t  t h e r e  i s  p r a c t i c a l l y  n o  s y m p l a s t i c  m o v e m e n t  
o f  d i u r o n  i n  s o y b e a n  c o t y l e d o n s .  
T h e  a d s o r p t i o n  o f  l i n u r o n  b y  r o o t s  a p p e a r s  t o  b e  
p a s s i v e  a n d  g o v e r n e d  b y  t h e  e n t r a n c e  o f  w a t e r  ( H o g u e  a n d  
V / a n '  e n  ,  1 9 6 8 ;  N a s h e d  a n d  I l n i c k i ,  1 9 7 0 ) ,  G e i s s b u h l e r  
e t ,  § : 1 ,  ( 1 9 6 3 ) ,  h o w e v e r ,  repo~ted r e s i s t a n c e  t o  t h e  u p t a k e  
o f  c h l o r o x u r o n  b y  r o o t s .  T h e y  c o m p a r e d  t h e  r e l a t i v e  u p t a k e  
f r o m  n u t r i e n t  s o l u t i o n  a n d  s o i l  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  s a m e  
a m o u n t  o f  l a b e l l e d  c h l o r o x u r o n .  T h e y  f o u n d  t h a t  b o t h  
u p t a k e  b y  r o o t s  a n d  t r a n s l o c a t i o n  t o  s t e m  a n d  l e a v e s  w e r e  
l e s s  e f f i c i e n t  i n  s o i l  m e d i u m .  
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H o g u e  a n d  W a r r e n  ( 1 9 6 8 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  
s e l e c t i v i t y  o f  l i n u r o n  o n  t o m a t o  a n d  p a r s n i p  r e s i d e d  i n  t h e  
d i f f e r e n t i a l  tr~~slocation o f  t h e  
h e r b i c i d e  w i t h i n  t h e s e  
p l a n t s .  
T o m a t o  r e a d i l y  a b s o r b e d  
1 4 - l '  f  
l a b e l l e d  C  ~nuron r o m  
s o l u t i o n  a n d  t r a n s l o c a t e d  i t  t o  t h e  l e a v e s .  
T h e  r o o t s  
r e t a i n e d  o n l y  a  s m a l l  p e r c e n t a g e  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y .  
I n  c o n t r a s t ,  p a r s n i p  r o o t s  r e t a i n e d  t h e  g r e a t e s t  p a r t  o f  
r a d i o a c t i v i t y  w h i l e  o n l y  a  s m a l l  p e r c e n t a g e  w a s  t r a n s l o c a t e d  
t o  t h e  l e a v e s .  
H e c e n t l y ,  i n v e s t i g a t i o n s  h C c V e  f o u n d  t h a t  e n v i r o n -
m e n t a l  a n d  e d a p h i c  f a c t o r s  a f f e c t  a b s o r p t i o n  o f  p h e n y l u r e a  
h e r b i c i d e s  f r o m  s o i l  a n d  t h e i r  t r a n s l o c a t i o n  t o  t h e  l e a v e s .  
S e d g e l e y  u n d  B o e r s m a  ( 1 9 6 9 )  f o u n d  t h a t  t h e  s o i l  w a t e r  s t r e s s  
a n d  s o i l  t e m p e r a t u r e  i n f l u e n c e d  t h e  r a t e  o f  d i u r o n  t r a n s -
l o c a t i o n  t o  t h e  l e a v e s  o f  w h e a t .  
T h e  m e t a b o l i c  f a t e  o f  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  i n  
p l a n t s  h u s  b e e n  s t u d i e d  b y  s e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  l G e i s s b u h l e r  
e t  a l ,  1 9 6 3 ;  S m i t h  a n d  S h e e t s ,  1 9 6 7 ;  S w a n s  o n  a n d  S w a n s o n ,  
1 9 6 8 ;  R o g e r s  a n d  F u n d e r b u n k ,  1 9 6 8 ) .  
D e m e t h y l a t i o n  i s  t h e  i n i t i a l  s t e p  o f  t h e  m e t a b o l i c  
p a t h w a y  o f  d e g r a d a t i o n  i n  p l a n t s .  
T h e  p r o c e s s  c o n t i n u e s  
t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  p h e n y l u r e a  o n d  f i n a l l y  t o  t h e  c h l o r o a n i -
t i n e  d e r i v a t i v e s .  
S m i  t h  a n d  S h e e t s  ( 1 9 6 7 )  s h o w e d  t h a t  
d e m e t h y l a t i o n  o f  d i u r o n  o c c u r r e d  i n  c o t t o n ,  a  t o l e r a n t  s p e c i e s ,  
s . n d  i n  s o y b e a n s ,  a  s e n s i t i v e  s p e c i e s .  
I n  c o t t o n ,  d e m e t h y -
l a t i o n  p r o c e e d e d  t o  t h e  n o n p h y t o t o x i c  1 - ( 3 , 4 - d i c h l o r o p h e n y l )  
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u r e a ,  w h e r e a s ,  i n  s o y b e a n s  d e m e t b y l a t i o n  a p p e a . r e d  t o  t a k e  
p l a c e  m o r e  s l o w l y  v n t h  t h e  r e s u l t i n g  a c c u m u l a t i o n  o f  t h e  
p~rtotoxic 1 - ( 3 , 4 - d i c h l o r o p h e n y l )  - 3 - m e t h y l u r e a .  
S w a n s  o n  a n d  S w a n s o n  ( 1 9 6 8 )  g a v e  a  s c h e m e  o f  d e g r a d a t i o n  
o f  m o n u r o n  i n  p l a n t s :  
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1 . 2 . 5  B i £ l o g i c a l  a s s a y  
T h e  p l a n t  i n d i c a t o r  t e s t  t o  s t u d y  h e r b i c i d e s  i n  
s o i l  W l J . S  f i r s t  d e v e l o p e d  b y  C r a f t s  ( 1 Q 3 5 ) .  H e  u s e d  o a t s  
a s  t e s t  p l a n t s  t o  e x a m i n E " ;  t h e  t o x i c i  t y  b . n d  l l e r s i s  t e n c e  o f  
s o d i u m  a r s e n i t e  a n d  s o d i u m  c h l o r a t e  i n  f o u r  C a l i f o r n i a n  
s o i l s .  
I n  t h e  f o l l o w i n G  y e ' 3 . r s ,  a  n u m b e r  o f  o t h e r  s n a I l  
s e e d e d  p l o n t s  w e r e  u s e d  b y  d i " f e r e n t  w o r k e r s  i n  s o i l -
h e r b i c i d e  s t u d i e s .  
B i o l o g i c : i l  a s s a y s  h e l v e  b e e n  w i d e l y  u s e d  f o r  t h e  
i n t e n : 3 i v e  s t u d y  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  i n  s o i l .  A m o n g  
t h e  p l , n t s  u t i l i s e d  i n  t h e s e  a s s a y s ,  o a t  l A v e n a  s a i < i v a  L . )  
h a s  m o s t  : t " r e t t u e n t l y  s e r v e d  a s  t h e  t e s t  p l a n t .  
F r e e d  l 1 9 6 4 )  s t a t e d :  " T h e  v a l i d i  t y  o f  b i o l o g i c a l  
a s s a y  p r o c e d u r e s  r e s t s  o n  t ' i l O  b a s i c  a s s u m p t i o n s .  T h e y  a r e :  
l a )  t h " , t  a  . ; i v e n  p l ' m t  r e S l l o n s e  t o  a  c h e m i c a l  
i n c r e a s e s  i n  a n  o r d e r  r e l a t e d  t o  t h e  d o s e  ' m d  
l  b )  t h a t  w i t h i n  t h e  l i m i t s  o f  s a m p l e  v & . r i a t i o n ,  
t h e s e  r e s p o n s e s  a r e  r e p r o d u c i b l e  w h e n  1 : h e  
p l h l l t  m u . t e r i , - , l  a n d  t t l e  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  
a r e  t h e  s a m e " .  
T h e  a c c u r - , c y  o f  t h e  p l a n t  b i o a s s a y  i n  d e t e r m i n i n g  a  h e r b i c i d e  
c o n c e n t r a t i o n  t h e r e f o r e  d e p e n d s  t o  a  g r e a t  e x t e n t  o n  t h e  
c o n t r o l  o f  f a c t o r s  t h a t  C b . n  i n t r o d u c e  v~iability . 
L l i t c h e l l  & n d  L i v i n g s t o n  l 1 9 6 8 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  t h e  
s e e d s  o f  t h e  t e s t  p l a n t  t o  b e  u s e d  i n  t h e  b i o a s s a y  s h o u l d  
b e  c a r e f u l l y  s e l e c t e d  ~nd b e  a s : ; e n e t i c a l l y  h o m e g e n e o u s  
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a s  o o s s i b l e o  J a c o b s o h n  a n d  A n d e r s o n  ( 1 9 6 8 )  r e p o r t e d  
s i , m i f i c a r r t  d i f f e r  " n c e s  i n  ! ; I " e  r e s n o n s e  o f  d i f f e r e n t  w i l d  
- ~ 
0 <  t  l i n p s  t o  s e v e r a l  h e r b i c i d e s  0  
I n  t b e  b i o a s s a y  o f  t h o s e  
h e " ' b i c i d e s ,  w l 1 0 s e  m o d e  o f  a c t i o n  i s  t h e  i n h i  b i  t i o n  o f  
r y h o t o s y n t h e s i s ,  t h e  s e e d  s i 7 . e  d e t e r m i n e s  t h e  a m o u n t  o f  f o o d  
a v a i l a b l e  f o r  t h e  e a r l y  r r o w t h  o f  t h e  t e s t  p l a n t .  
A n d e r s o n  ( 1 9 6 8 )  f o u n d  a  s l p : n i f i c a n  t  c o r r e l 8 . t i o n  b e t w e e n  
s o y - b e a n  s e e d  s i z e  a n d  a t r a z i n e  t o l e r a n c e .  T h e  l a r g e  s e e d e d  
t y r y e s  w e r e  m o r e  t o l e r a n t  t h a n  t h e  s m a l l  s e e d e d  t y p e s .  
' l ' h e  t i m e  o f  h a r v e s t  O T  t h e  t e s t  p l ' L l l t s  c a n  a f f e c t  t h e  r e s u l t s  
o f  a  b i o a s s a y  o f  t h o s e  h e r b i c i d e s .  F o r  e x a m p l e ,  H o l l y  a n d  
R o b e r t s  ( 1 9 6 3 )  r e p o r t e d  t t a t  h e r b i c i d e  t r e a t e d  rye~rass 
h a r v e s t e d  i n  t h e  3  t o  J i r  l e a f  s t a g e  o f  p - r o w t h  { < a v e  m o r e  
r e l i a b l e  r e s u l t s  w h e n  compar~d t o  p b . n t s  h a r v e s t e d  a t  t h e  
,  
2  - 2 t  l e a f  s t a v e .  
I t  w a s  sUl<i~est('d t h a t  t h e  e a r l y  < ' r o w t h  
o f  t h e  t e s t  o l a n t  d e o e n d e d  o n  t h e  f o o d  r e s e r v e s  i n  t h e  s e e d ,  
1 i l l d  w a s  n o t  i n f l u e n c e d  b y  c h e  h e r b i c i d e .  
H o w e v e r ,  w h e n  
p h o t o s y n t h e s i s  b e c a m e  t h e  s o u r c e  o f  f o o d  s u p p l y ,  t h e  
i n t e r f e r e n c e  v i i  v h  o h o t o s y n t h e t i c  p r o c e s s e s  b y  t h e  h e r b i c i d e  
c a u s e d  i n h i b i t i o n  o f  g r o w t h  o f  t h e  t e s t  p l a n t .  
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T h i s  i n h i b i t i o n  w a s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  h e r b i c i d e  
c o n c e n t r a t i o n .  
U p c h u r c h  a n d  M a s o n  ( 1 9 6 2 )  s h o w e d  t h a t  t h e  m o i s t u r e  
c o n t e n t  o f  t h e  s o i l  c o u l d  m a r k e d l y  chan~e t h e  t o x i c i t y  o f  
h e r b i c i d e s  t o  p l a n t s .  
T h u s ,  f a i l u r e  t o  m a i n t a i n  a  u n i f o r m  
s o i l  m o i s t u r e  t h r o u g h o u t  t h e  b i o a s s a y  p e r i o d  c a n  i n t r o d u c e  
v a r i a b i l i t y  i n  t h e  r e s u l t s .  
B i o l o g i c a l  a s s a y s  o f  
p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  re~uire a  c o n s i d e r a b l e  l e n g t h  o f  t i m e .  
T h r e e  t o  f o u r  w e e k s  a r e  n e e d e d  t o  o b t a i n  s i g n i f i c a n t  
r e s p o n s e s  o f  t h e  t e s t  p l a n t s  t o  t h e s e  h e r b i c i d e .  
D u r i n g  t h i s  p e r i o d ,  t h e  p l a n t s  m a y  b e  e x p o s e d  t o  a  c h a n g i n g  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e .  
B e c a u s e  o f  t h e  p e r s i s t e n c e  o f  t h e  p h e n y l u r e a s  i n  
s o i l s ,  b i o a s s a y s  h a v e  b e e n  ~ainly u s e d  t o  o b t a i n  i n f o r n : a t i o n  
o n  t h e  e f f e c t  o f  s o i l  a n d  c l i m a t i c  f a c t o r s  o n  t h e  p h y t o t o x i -
c i t y  a n d  d i s s i p a t i o n  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  i n  s o i l .  
B i o a s s a y s  h a v e  e s t a b l i s h e d  t h e  m a j o r  r o l e  p l a y e d  b y  o r g a n i c  
m a t t e r  o n  t h e  h e r b i c i d e  t o x i c i t y  i n  s o i l  ( U p c h u r c h  &  M a s o n ,  
1 9 6 2 ;  H a r r i s  a n d  S h e e t s ,  1 9 6 5 ;  U p c h u r c h  e t  a l ,  1 9 6 6 ) .  
T h e  i n f l u e n c e  o f  c l a y  c o n t e n t ,  c a t i o n  e x c h a n g e  c a p a c i t y ;  
i n d i v i d u a l  c a t i o n s  a n d  p H  o n  t o x i c i t y  h a s  a l s o  b e e n  
i n v e s t i g a t e d  b y  b i o a s s a y s .  ( U p c h u r c h  &  M a s o n  1 9 6 2 ;  H a r r i s  
a n d  S h e e t s ,  1 9 6 5 ;  U p c h u r c h  e t  a l ,  1 9 6 6 ) .  L e a c h i n g  o f  t h e s e  
h e r b i c i d e s  h a s  b e e n  d e t e r m i n e d  i n  a  n u m b e r  o f  s o i l s  b y  
b i o a s s a y s .  ( A s h t o n ,  1 9 6 1 ;  B u r n s i d e  e t  a l ,  1 9 6 3 ) .  
- -
2 6  
F u r t h e r r r . o r e ,  i n f o r m a t i o n  o n  t e m p e r a t u r e ,  m o i s t u r e  c o n t e n t ,  
m i c r o b i a l  f l o r a ,  c h e m i c a l  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  s o i l  i n  
d e a t i v a t i o n  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  h a s  b e e n  o b t a i n e d  
b y  b l o a s s a y  t e c h n i q u e s .  
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1 . 2 . 6  Q h e m i c a l  a s s a y  
T h e  c h e m i c a l  m e t h o d s  o f  r e s i d u a l  a s s a y  a r e  s e n s i t i v e  
t o  v e r y  s m a l l  a m o u n t s  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  T h e y  a . r e  
a c c u r a t e  a n d  r a p i d ,  b u t  a . r e  l i m i t e d  b y  c o s t  o f  e q u i p m e n t ,  
a n d  p r o b l e m s  u s u a l l y  e n c o u n t e r e d  i n  e x t r a c t i o n  a n d  p u r i f i c a -
t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e s  f r o m  t h e  s o i l .  I n  t h e  c h e m i c a l  
m e t h o d s ,  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e s  l l s e d  m a y  r e m o v e  r e s i d u e s  w h i c h  
a r e  t o o  f i r m l y  a d s o r b e d  i n  t h e  s o i l  t o  a f f e c t  p l a n t s .  T h e y  
m a y  n o t  a l w a y s  b e  e f f i c i e n t  t o  d i f f e r e n t i a t e  t h e  h e r b i c i d e  
f r o m  p o s s i b l e  b i o l o g i c a l l y  i n a c t i v e  p r o d u c t s  o f  d e c o m p o s i t i o n .  
F u r t h e r m o r e ,  c h e m i c a l  a s s a y s  a r e  o f  l i t t l e  v a l u e  i n  i n v e s t i g a -
t i o n s  o f  e f f e c t s  o f  e d a p h i c  r u l d  c l i m a t i c  f a c t o r s  o n  t h e  
p h y t o t o x i c i t y  o f  h e r b i c i d e s .  H o w e v e r ,  t h e y  a . r e  o f  v a l u e  
f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  h e r b i c i d e  i n  e x t r a c t s  o f  b i o l o g i c a l  
m a t e r i a l ,  
B i o a s s a y  t e c h n i q l l e s  h a v e  r u l  a d v a n t a g e  o v e r  c h e m i c a l  
m e t h o d s  i n  e s t i m a t i o n s  o f  s o i l  h e r b i c i d e  r e s i d u e s  i n  t h a t  
t h e y  g i v e  a  d i r e c t  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  r e s i d u e s  w h i c h  a . r e  
c a p a b l e  o f  a f f e c t i n g  p l a n t  g r o w t h .  
2 8  
1 . 3  S C O P E  O F  T I { E  I } N E S T I G A T I O N  
-
-
A s  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p h e n y l l l r e a  h e r b i c i d e s  a r e  
v e T ' y  t o x i c  t o  g r e e n  a l g a e ,  t h e s e  o r g a n i s m s  a . r e  e x p e c t e d  t o  
b e  s u i t a b l e  t o o l s  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  r a p i d  a n d  s i m p l e  
b i o a s s a y  t e c h n i q u e s  f o r  t h e s e  h e r b i c i d e s  i n  s o i l .  
T h e i r  u s e  m a y  r e d u c e  t h e  d i f f i c u l t i e s  e n c o u n t e r e d  v r i t h  h i g h e r  
p l a n t  b i o a s s a y s  ( S e c t i o n  1 . 2 . 5 )  
T h u s ,  g r e e n  a l g a e  h a v e  b e e n  t e s t e d  a s  a s s a y  o r g a n i s m s  
a n d  t h e  u n i c e l l u l a r  a l g a ,  c h l o r e l l a  s t r a i n  N M I ,  s e l e c t e d  f o r  
f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s .  T h e  a l g a l  b i o a s s a y  h a s  b e e n  e x t e n d e d  
t o  o t h e r  h e r b i c i d e s  w h i c h  i n h i b i t  p h o t o s y n t h e s i s .  
A g a i n s t  t h e  b a c k g r o u n d  o f  t h e  p r e c e d i n g  r e v i e w  w h i c h  
i n d i c a t e s  t h e  v a r i o u s  f a c t o r s  a f f e c t i n g  p h y t o t o x i c i t y  o f  
h e r b i c i d e s ,  t h e  a l g a l  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  u s e d  t o  s t u d y  
p h y t o t o x i c i t y  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  i n  a r t i f i c i a l  a n d  
n a t u r a l  s o i l  c o n d i t i o n s .  
M o r e o v e r ,  t h e  a l g a l  t e c h n i q u e s  
h a v e  b e e n  a d a p t e d  t o  r e c o m m e n d  r a t e s  o f  a p p l i c a t i o n  o f  
h e r b i c i d e s  i n  t h e  f i e l d .  
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C H A P T E R  2  
G E N E R A L  M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
2 . 1  A L G A L  C U L T U R E S  A N D  G R O W T H  C O N D I T I O N S  
- - - - - -
2 . 1 . 1  C u l t u r e  m e d i u m  
-
T h e  c u l t u r e  m e d i u m ,  r e f e r r e d  t o  i n  t h e  t e x t  a s  
n u t r i e n t  m e d i u m  o r  n u t r i e n t  s o l u t i o n ,  c o n t a i n e d  p e r  l i t r e :  
M g  S 0 4 '  7
H
2
0  
K H 2  P 0
4  
C a  c l
2  
2 . 5  g  
1 . 2 5  g  
0 . 1 4 7  g  
N a
2  
H P 0
4  
N H 4  N 0
3  
F e . N a . E D T A  
0 . 8 9  g  
0 . 5 7  g  
0 . 0 2 4  g  
I n  a d d i t i o n ,  1  m l  o f  a  1 0 0 0 - f o l d  s o l u t i o n  o f  t r a c e  e l e m e n t s  
w a s  s u p p l i e d :  
N H 4  
V 0
3  
0 . 0 2 3  g  
M n  S 0 4 '  4 H
2
o  
2 . 0 3  g  
N i  c l
2
, 6 H
2
O  
0 . 0 4 0 5  g  
C u  S O  '  5 H
2
o  
0 . 0 7 8 5  g  
4  
N a
2  
M o  0
4  
0 . 2 5 2  g  
Z n  S 0 4 , 7 H 2 o  
2 . 2 0  g  
T h e  p H  o f  t h e  c o m p l e t e  s o l u t i o n  w a s  a d j u s t e d  t o  6 . 8  
2 . 1 . 2  G r o w t h  R o o m  
- - -
A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  a  g r o w t h  r o o m ,  
u n d e r  c o n t r o l l e d  c o n d i t i o n s .  
C u l t u r e s  w e r e  i l l u m i n a t e d  
c o n t i n u o u s l y  a t  a  t e m p e r a t u r e  
o  0  
o f  2 6  ±  1  C ,  w i t h  a  l i g h t  
i n t e n s i t y  o f  6 5 0  - 6 8 0  f t .  c a n d l e s ,  u s i n g  4 0  V I  " W a r m  w h i t e "  
f l u o r e s c e n t  t u b e s .  
T h e  c u l t u r e s  w e r e  n o t  s h a . l { e n .  
3 0  
2 . 1 . 3  ! e s t  O r g a n i s m , s  
T h e  t e s t  o r g a n i s m s  u s e d  a r e  u n i - a l g a e  a s  l i s t e d  i n  
T a b l e  2 .  
T h e  o r g a n i s m s  w e r e  m a i n t a i n e d  o n  2 ; ' 0  a g a r  s l o p e s  
c o n t a i n i I ¥ i  n u t r i e n t  m e d i u m .  
2 . 1 . 4  
P r e p a r a t i o n  o f  I n o c u l u m  
•  "  7  _  '  _ _ _  '  
T h e  a l g a l  c e l l s  f o r  t h e  e x p e r i m e n t s  w e r e  o b t a i n e d  
a s  i "o l l o w s :  a n  i n o c u l u m  t a k e n  f r o m  a n  a g a r  s l o p e  w a s  
s u s p e n d e d  i n  3 0 0  m l  s t e r i l e  n u t r i e n t  m e d i u m  i n  a  7 5 0  m l  
E r l e n m e y e r  f l a s k .  
T h e  c e l l s  w e r e  g r o w n  e i t h e r  i n  a  G a l l e n -
k a m p  s h a k e r  w a t e r - b a t h  a t  2 6 ° 0 ,  i l l u m i n a t e d  b y  i n c a n d e s c e n t  
l a m p s ,  o r  i n  a  g r o w t h  r o o m ,  i l l u m i n a t e d  b y  a  b a n k  o i "  f " l u o r e s -
c e n t  t u b e s .  
T h e  a l G a l  s u s p e n s i o n  w a s  f l u s h e d  w i t h  a  s t r e a m  
o f  a i r  c o n t a i n i n g  
5 j " o  C O
2
,  
A f t e r  t h r e e  d a y s ,  t h e  c e l l s  w e r e  
h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  u s u a l l y  a t  1 0 , 0 0 0  g  f o r  f i v e  
m i n u t e s  a t  0
0
0 .  
T h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  o n c e  i n  d i s t i l l e d  
w a t e r ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  2 0  m l  f r e s h  m e d i L u n .  
T h i s  c e l l  
s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  u s e d  t o  i n o c u l a t e  t h e  n u t r i e n t  m e d i u m  
t o  t h e  d e s i r e d  d e n s i t y  f o r  t h e  e x p e r i m e n t s .  
2 . 2  A l g a , l  ! } r o w t j l  E s t i m a t i o n  
( a )  M e a s u r e m e n t  o f  t u r b i d i t y  
A t  t h e  e n d  o f  t h e  g r o w t h  p e r i o d ,  t h e  a l g a l  s r o w t h  
w a s  m e a s u r e d  b y  t u r b i d i m e t r y  a t  6 6 3  m i l l i m i c r o n s ,  w i t h  a  
1  c m  p a t h  l e n g t h  c e l l  i n  a  U n i c a m  S P 6 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  
3 1  
C b )  M e a s u r e m e n t  o f  e x t r a c t e d  p i g m e n t s  
A t  t h e  e n d  o f  t h e  g r o V l t h  p e r i o d ,  t h e  c o n t e n t s  
o f  e a c h  e x p e r i m e n t a l  f l u s k  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a  c e n t r i f u g e  
t u b e  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  d i s c a r d e d  a f t e r  c e n t r i f u g i n g  a t  
1 3 , 0 0 0  r . p . m .  ( 2 0 , 2 0 0  g )  f o r  1 0  m i n u t e s .  
A b o u t  0 . 3  g m  
o f  m a g n e s i u m  c a r b o n a t e  w a s  a d d e d  t o  t h e  a l g a l  c e l l s  t o  
m i n i m i s e  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  p i g m e n t s .  
1 0  ml  o f  m e t h a n o l  
w e r e  a d d e d  t o  t h e  a l g a l  c e l l  p e l l e t  i n  t h e  c e n t r i f u g e  t u b e  
f o r  p i g m e n t  e x t r a c t i o n .  A n o t h e r  1 0  m l  m e t h a n o l  w e r e  p o u r e d  
i n t o  t h e  e x p e r i m e n t a l  f l a s k  f o r  p i g m e n t  e x t r a c t i o n  o f  a n y  
a l g a l  c e l l s  r e m a i n i n g  a f t e r  t r a n s f e r  o f  t h e  a l g a l  c u l t u r e  
t o  t h e  c e n t r i f u g e  t u b e .  
T h e  c l o s e d  c e n t r i f u g e  t u b e s  a n d  
e x p e r i m e n t a l  f l a s k s  w e r e  l e f t  fo~ 3  h o u r s  o r  o v e r n i g h t  i n  
o  
t h e  d a r k  a t  1 0  C.  
T h e  c o n t e n t s  o f  t h e  f l a s k  w e r e  t r a n s f e r r e d  
t o  t h e  c e n t r i f u g e  t u b e .  A  s a m p l e  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  
( m e t h a n o l i c  p i g m e n t  e x t r a c t )  a f t e r  c o n t r i f u g i n g  a t  1 2 , 0 0 0  g  
f o r  5  m i n u t e s ,  w a s  u s e d  t o  r e a d  t r a n s m i t t a n c e  a t  6 6 3  n m ,  w i t h  
a  1  c m  p a t h l e n g t h  c e l l  i n  a  U n i c a m  S P 6 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  
T h e  r e l a t i o n  b e t w e e n  s p e c t r o p h o t o m e t e r  r e a d i n g s  a n d  
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e x t r a c t e d  p i g m e n t s  i n  a r b i t r a r y  u n i t s  
i s  s h o w n  i n  F i g .  1  
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o  
F I G .  1 .  M e a s u r e m e n t  o f  c h l o r o p h y l l  
p i g m e n t s  e x t r a c t e d  f r o m  a l g a  
N M I  w i t h  m e t h a n o l .  
•  
•  
0 . 2  0 . 4  0 . 6  0 . 8  
c o n c e n t r a t i o n  o f  e x t r a c t e d  p i g m e n t s  
( i n  a r b i t r a r y  u n i t s )  
•  
1 . 0  
3 2  
2 . 3  
I  •  . I . \  •  . - I . . L  V . . . L .  . J . J . J . . . .  
-
H e r b i c i d e s  u s e d  a r e  l i s t e d  b e l o w  t o , ' E t h e r  w i t h  
infor~ation o n  t h e  f o r m u l a t i o n  o f  e a c h  c h e m i c a l .  F o r  
c o n v e n i e n c e ,  t h e  c o m m o n  n a m e s  r e c o m m e n d e d  b y  t h e  T e r m i n o l o g y  
C o m m i t t e '  o f  t h e  W e e d  S o c i e t y  o f  A m e r i c a  a r e  u s e d  f o r  t h e  
c h e m i c a l s  t h r o u g h o u t  t h i s  t h e s i s .  
I n  t h e  c a s e  o f  d a l a p o n ,  
t h e  d e s i g n a t i o n  r e f e r s  t o  t h e  a c t i v e  a g e n t  a l t h o u g h  t h e  
s o d i u m  s a l t  o f  t h e  c h e m i c a l  w a s  u s e d .  T h e  f o = m u l a t i o n  
o f  2 , 4 - D  c o n t a i n e d  t h e  s o d i u m  s a l t .  S t o c k  p r e p a r a t i o n s  
o f  h e r b i c i d e s  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  w e r e  s t o r e d  i n  p o l y t h e n e  
c o n t a i n G r s  a t  5
0
C .  
C o m m o n  N a m e  
M o n u r o n  
D i u r o n  
N e b u r o n  
D a l a p o n  
2 , 4 - D  ( N a )  
S i m a z i n e  
A t r a z i n e  
C h e m i c a l  N a m e  
3 - ( p - c h l o r o p h e n y l ) - 1 ,  
1 - d i m e t h y l u r e a  
F o r m u l a t i o n  
8 0 %  ' : I . P .  
3 - ( 3 , 4 - d i c h l o r o p h e n y l ) - 1 ,  ,  
1 - d i m e t h y l u r e a  8 0 1 0  ' : l . P .  
1 - b u t y l - 3 - ( 3 , 4 - d i c h l o r o p h e n y l ) - 1  
m e t h : r l u r e a  805~ W.  P .  
2 , 2 - d i c h l o r o p r o p i o n i c  a c i d  
( 2 , 4 - d i c h l o r o p h e n o x y )  a c e t i c  
a c i d  ( N a )  9 9 %  S . P .  
2 - c h l o r o - 4 ,  6 - b i s ( e t h y l a m i n o ) - s -
t r i a z i n e  5 0 %  - . v . P .  
2 - c h l o r o - 4 - ( e t h y l a m i n o ) - 6 -
i s o p r o p y l a m i n o ) - s - t r i a z i n e  5 0 %  W. P .  
A t r a t o n e  
A m e t r y n e  
B r o m a c i l  
T r i a l l a t e  
3 3  
2 - ( e t n y l a m i n o ) - 4 - ( i s o p r o p y l a m i n o ) -
6 - m e t h o x y - s - t r i a z i n e  5 0 %  ' i T . P .  
2 - (  e t h y l a m i n o  ) - 4 · - ( i s o p r o p y l a m i n o ) -
6 - ( m e t h y l t h i o ) - s - t r i a z i n e  5 0 %  V I . P .  
5 - b r o m o - 3 - s e c - b u t y l - 6 - m e t h y l u r a c i l  p u r e  
c r y s t a l s  
S - ( 2 , 3 , 3 - t r i c h l o r o a l l y l )  
d i i s o p r o p y l t h i o c a r b a m a t e  E m u l s i f i a b l e  
c o n c e n t r a t e ,  
( 4 l b / I m p .  
G a l )  
W . P .  =  w e t t a b l e  p o w d e r  
S . P .  ' "  
s o l u b l e  p o w d e r  
2 . 4  
S O I L S  
-
S o i l  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  S y d n e y  U n i v e r s i t y  
g a r d e n s  ( U
2
) ,  a n d  d i f f e r e n t  s i t e s  i n  N e w  S o u t h  W a l e s  a n d  
S o u t h  A u s t r a l i a .  
C l a y  f r o m  C h u l l o r a  ( N . S . W . )  a n d  p e a t  
f r o m  M o u n t  G a m b i e r  ( S .  A u s t r a l i a )  w e r e  a l s o  u s e d  i n  t h e s e  
e x p e r i m e n t s .  
C o m p o s i t e  s o i l  s a m p l e s  w e r e  o b t a i n e d  b y  m i x i n g  3 0  
c o r e s  f r o m  t h e  t o p  3  i n c h e s  (  7 . 6  c m  )  o f  e a c h  s i t e .  
T h e  s o i l  s a m p l e s  w e r e  a i r - d r i e d ,  c r u s h e d ,  a n d  p a s s e d  t h r o u g h  
a  2  m m  m e s h  b e f o r e  u s e .  
3 4  
?  ~ •  1  Anal:i~:!:.s, £.L~oil pro~£:t,i e , s ,  
(  " ' )  . E l !  
A  Beclan=~lass e l e c t : ! ' : ' o d e  w a s  u s e d .  
r f . , e  p H  o f  
e : J . c i l  s o i l  w a s  ~leasured i n  2 :  5  s o i l  - V l a t e r  m i x t u r e .  
( b )  c l , a : i  a n d  ! : ! a n , d  ( B o u y o u c o s  M e t h o d  - 1 9 3 6 )  
2 5  m l  o f  5 %  c a l g o n  ( b r o u g h t  t o  p H  8 . 5  w i t h  N a
2  
C 0
3
)  
a n d  2 0 0  m l  d i s t i l l e d  w a t e r  w e r e  a d d e d  t o  3 0  g  o v e n  d r y  s o i l  
i n  a  ~etal b e a k e r .  T h e  m i x t u r e  w a s  s h a k e n  ~or 1 0  m i n . ,  
t r a . ' 1 s 1 ' e r r e d  t o  J O O  c c  g r a d u a t e d  c y l i n d e r  a n d  m a d e  u p  t o  t h e  
m a r k  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .  H y d r o m e t e r  r e a d i n "  s  w e r e  t a k e n  
a f t e r  5  m i n . ,  6 0  m i  n . ,  '  i l i d  1 2 0  m i n . , .  T e m p e r a t u r e  c o r r e c t i o n  
w a s  m a d e  b y  a d d i n g  0 . 3  g  t o  t h e  h y d r o m e t e r  r e a d i n g  f o r  e a c h  
1
0
C  
o  
a b o v e  1 9 . 5  C ,  a n d  
s u b t r a c t i n g  0 . 3  g  f o r  e a c h  1
0
C  b e l o w .  
. . 1 . 0  g  w e r e  s u b t r a c t e d  f o r  w e i g h t  o f  c a l g o n  a n d  N a
2  
C 0
3
,  
T h e  s u p e r n a t a n t  s u s p e n s i o n  w a s  d i s c a r d e d ,  a n d  a f t e r  
r e p e a t e d  w a s h i n g s  a n d  d e c a n - t a t i o n s ,  t h e  r e m a i n i n c  s a n d  w a s  
c o l l e c t e d ,  d r i e d  a n d  w e i g h e d .  
( c )  O r g a n i c  c a r b o n  ( T i n s l e y  I d e t h o d  - 1 9 5 0 )  
0 . 5  t o  2 . 0  g  o f  s o i l  w a s  u s e d .  2 5  m l  o f  a  s u l p h u r i c  
a c i d  - d i c h r o m a t e  m i x t u r e  ( 0 . 4 N  d i c h r o m a t e )  w e r e  a d d e d  t o  
t n e  s o i l  i n  a  2 5 0  w l  f l a s k .  T h e  f l a s k  V i a s  f i t t e d  o n  t o  a  
c o l d  t h i m b l e  c o n d e n s e r  o n  a  h o t  p l a t e  a n d  a l l o w e d  t o  s i m m e r  
f o r  4 5  : : J i n .  
A f t e r  c o o l i n c ; ,  1 0 0  m l  w a t e r  w e r e  a d d e d  a n d  t h e  
d i g e s t  t i t r a t e d  w i t h  0 . 4 N  f e r r o u s  s u l p h a t e .  2  d r o p s  o f  
t r i - o r t h o p h e n a n t h r o l i n e  f e r r o u s  s u l p h a t e  w e r e  u s e d  a s  
i n t e r n a l  i n d i c a t o r .  
3 5  
F r o m  t h e  e q u a t i o n  
- -
+  3 C  +  1 6 H +  4 C  + + +  
~ 2  
+  3 ° 2  
2  C r
2  
0 7  +  8 H
2
0  
1  m l . N  d i c h r o m a t e  =  3  m g . c a r b o n .  
P e r c e n t a g e  o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  o f  e a c h  s o i l  w a s  c a l c u l a t e d .  
T a b l e  1  s U I D E a r i s e s  t h e  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  s o i l s  a n a l y s e d .  
2 . 5  B I O A S S A Y  M E T H O D S  
- - -
2 . 5 . 1  L i q L u d  a l g a l  b i o a s s a y  ( S o i l  i n  m e d i u m )  
T h e  c u l t u r e  v e s s e l s  w e r e  1 0 0  m l  o r  1 5 0  m l  E r l e n m e y e r  
f l a s k s  c l o s e d  w i t h  b e a k e r s .  
A  s m a l l  v o l u m e  o f  h e r b i c i d e  s o l u t i o n  (  1  m l )  w a s  
a d d e d  t o  a  s m a l l  w e i g h e d  s a m p l e  o f  d r y  s o i l  (  2  g m )  i n  t h e  
c u l t u r e  v e s s e l  t o  g i v e  t h e  r e q u i r e d  f i n a l  h e r b i c i d e  c o n c e n t r a -
t i o n .  A  r a n g e  o f  6  t o  7  c o n c e n t r d t i o n s  o f  h e r b i c i d e  i n  
t r i p l i c a t e  w a s  u s e d .  
A f t e r  2  h o u r s ,  1 9  m l  o f  i n o c u l a t e d  
r  
n u t r i e n t  m e d i l l m  ( 1 0 : : >  a l g a l  c e l l s / m l )  w e r e  a d d e d ,  a n d  t h e  
c u l t u r e  v e s s e l s  i n c u b a t e d  i n  t h e  g r o w t h  r o o m .  
A f t e r  3  d a y s ,  
m e t h a n o l i c  e x t r a c t s  o f  p i g m e n t s  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  a  U n i c a m  
S P 6 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  6 6 3  m i l l i m i c r o n s ,  w i t h  a  1  c m  
p a t h l e n g t h  c e l l .  
T a b l e  1 .  P h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  s o i l  
S o i l s  
W o l v e r t o n  A  ( N S W )  
W o l v e r t o n  
B  ( N S W )  
W o l v e r t o n  C  ( N S W )  
c o b b i t y  A  
( N S W )  
M t .  ' l ' o m a h  
( N S 1 n  
C o b b i t y  B  
( N S W )  
P r o s p e c t  
( N S W )  
R o b e  
( S A )  
S e d d o n  
( S A )  
B . S p r i n g s  
( S A )  
C o b b i t y  C  
( N S W )  
C o b b i t y  D  
( N S W )  
C o b b i t y  E  
( N S W )  
W o l v e r t o n  D  ( N S W )  
W o l v e r t o n  E  ( N S W )  
W o l v e r t o n  F  ( N S W )  
W a i t e  ( S A )  
T u r r e t f i e l d  ( S A )  
A s h b o u r n e  
( S A )  
N o n a r t o  
( S A )  
P a r a f i e l d  
( S A )  
} l o u n t  B u r r  
( S A )  
} l o o n  H i l l s  
( S A )  
} I t .  C o m p a s s  ( S A )  
O r g a n i c  
c a r b o n  
%  
2 . 6 4  
1 . 3 5  
0 . 9 8  
0 . 6 9  
4 . 8 0  
2 . 9 5  
3 . 3 9  
2 . 5 5  
1 . 5 3  
1 . 7 )  
0 . 4 )  
1 . 5 )  
0 . 5 7  
4 . 1 6  
2 . 2 9  
1 . 8 2  
1 . 6 )  
1 . ) 0  
2 . 8 6  
0 . 7 1  
1 . 6 8  
0 . 5 8  
1 . 1 5  
1  . 1 2  
S r t n d  ~ 
( 2 . 0 -
O . 5 m m )  
J 7  . 1 0  
3 1 . 7 0  
4 3 . 3 0  
4 2 . 1 5  
4 8 . 6 5  
5 4 . 9 3  
3 ) . 4 0  
8 4 . 0 0  
6 6 . 0 0  
9 ) . 0 0  
4 6 . , ) 0  
6 2 . 0 7  
4 8 . 8 5  
2 6 . 8 0  
) 6 . 7 0  
4 9 . 0 0  
4 1 . 0 0  
6 5 . 0 0  
2 4 . J )  
8 7 . ) )  
5 9 . 0 0  
9 7 . 6 7  
9 1 . ) 0  
9 5 . ) )  
S i l t  1 .  
( 2 . 0 -
. 0 0 2 1 1 1 1 1 1 )  
3 0 . 8 0  
2 4 . 3
0  
2 4 . 8 0  
1 2 . 6 3  
2 8 . 0 8  
1 3 · 2 5  
1 7 . 8 0  
5 . 0 0  
5 . 8 )  
0 . 8 )  
2 0 . 2 0  
1 7 . 7 )  
1 1 . 0 0  
) ) . 8 0  
2 0 . 4 0  
2 ) . 6 0  
2 5 . 0 0  
8 . ) 0  
2 2 . 5 0  
5 . 0 0  
1 4 . 2 0  
) . ) 0  
1 . 6 7  
2 . 5  
3 6  
C l a y  ~ 
«  . 0 0 2 m m )  p H  
3 3 . 0  
5 . 0  
l~ 1  . 7  5 . 0  
3 8 . 4  
5 . 0  
4 7 . 7  
5 . 2  
3
0
. 5  
4 . 8  
3 4 . 7  
6 . 0  
6 1 . )  5 . 5  
7 . 2  7 . 7  
1 ) . 8  
5 . 7  
3 . 8  
5 . 8  
5 6 . 5  
5 . 4  
2 1 . 2  5 . 8  
5 2 . )  
6 . 6  
4 ) . 5  
5 . 7  
4 5 . 6  5 . 6  
) 0 . 6  
5 . 8  
2 6 . )  
5 . 7  
1 9 . 7  
7 . 1  
4 2 . 2  
7 . 5  
9 . 2  
6 . 2  
1 8 . 8  
5 . 9  
1 . ) )  8 . 0  
l . ) J  
5 . 5  
0 . 5 0  
5 . 3  
2 . 5 . 2  ! 1 l , ; a l  a o o a y  - A g ] , e o u s  e x t r a c t s  
2  g r : J  o a m p l e  o f  a i r  d r y  s o i l  \ ' I a s  m i x e d  w i t h  1 2  m l  
o f  n u t r i e n t  m e d i u m  c o n t a i n i n g  1 2  - 2 4 0  p g  o f  h e r b i c i d e ,  
F i v e  c o n c e n t r . t i o n s  o f  h e r b i c i d e  a n d  a  c o n t r o l  w i t h o u t  
h e r b i c i d e  w e r e  u s e d ,  
T h e  ! 1 L ,  t u r e  w a s  s h a k e n  o n  a  
3 7  
m e c h a n i c a l  v r r i s t  s h a k e r  f o r  4 5  m i n u t e s ,  ~t r o o m  tem~erature 
( 2 2
o
C ) .  A f t E : r  B h 8 . k i n , ; ,  0 . 5  g  P o t a s s i u m  s u l p h a t e : t a s  a d d e d  
a s  a  f l o c c u l e n t  ( H a n c e ,  1 9 6 5 ) .  T h e  li~uid w a s  t h e n  s e p a r a t e d  
f r o m  s o i l  p a r t i c l e s  b y  centrifugin~ a t  1 2 , 0 0 0  r p m  ( 1 7 , 3 0 0  g )  
f o r  1 0  m i n u t e s  i n  a  S o r v a l l  R C - 2  c e n t r i f u g e  w i t h  S S  - 3 4  r o t o r .  
T h e  a m o u n t  o f  u n a d s o r b e d  h e r b i c i d e  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  
t h e n  e s t i m a t e d  b y  t h e  a l g a l  techni~ue . ( S e c t i o n  2 . 2 )  
2 . 5 . 3  P a p e r  Dis c_!~chnique 
5 0  m l  o f  a  3 - d a y  a l g a  N I . : !  c u l t u r e  w e r e  c e n t r i f u g e d  
a t  1 2 , 0 0 0  g  f o r  1 0  m i n u t e s ,  T h e  s u p e r n a t a n t  li~ujd w a s  
d i s c a r d e d ,  a n d  t h e  p a c k e d  c e l l s  s u s p e n d e d  i n  1  m l  o f  n u t r i e n t  
a l g a l  m e d i u m ,  T h i s  h e a v y  s u s p e n s i o n  o f  a l r a  N M I  w a s  u s e d  
a s  t h e  i n o c u l u m .  
A  w e i g h e d  s r u n p l e  o f :  s o i l  w a s  p l a c e d  i n  a  P e t r i  d i s h  
a n d  l e v e l l e d  t o  p r e s . m t  a n  e v e n  s u r f a c e .  T h e  s o i l  V i a s  
s . " t u r L t e d  v i t h  h e r b i c i d e  s o l u t i o n  ( i n  n u t r i e n t  m e d i u m )  t o  
. ; i v e  t h e  r e q u i r e d  c o n c e n t r a t i o n  a n d  a l l o w e d  t o  r e a c h  
e~uilibrium f o r  2  h o u r s .  A n  i n o c u l a t i n g  n e e d l e  w a s  u s e d  
t o  d e p o s i t  a  p o i n t  s o u r c e  i n o c u l u m  o n  a  d i s c  ( 1 2 . 7  m m  
d i a m e t e r )  o f  h i p ; h l y  a b s o r b e n t  f i h " r  p a p e r  ( P e n i c i l l i n  
a s s a y  t y p e ,  U o . 7 4 0 - E  m a n u f l C L U r ' d  b y  C . i r l  S c h l e i c h e r  &  
S c h u e l l  C o "  K e e n e ,  N . Y . ,  U . S . A . )  T h e  d r y  i n o c u l a t e d  
3 8  
d i s c  w a s  p l : w e d  o n  a  d r y  c l e a n  o n e  a n d  b o t h  p l a c e d  o n  t h e  
h e r b i c i d e  t r e a t e d  s o i l  s u r f a c e .  
T h r e e  r e p l i c a t e s  w e r e  
u s e d  i n  e a c h  P e t r i  d i s h .  
T h e  d i s h e s  w e r e  s e a l e d  \ ' I i  t h  w h i  t e  p e t r o l e u m  j e l l y ,  
a n d  i n c u b a t e d  i n  t h e  g r o w t h  r o o m  f o r  2 4 - 3 0  h o u r s .  
V i s u a l  e s t i m a t e s  o f  i n h i b i t i o n  o f  a l g a l  g r o w t h  w e r e  r e c o r d e d .  
2 . 5 . 4  
Q a t  s  . = . - - : ; P . . : ; :o  .  . : :t : . . . . . : :t " "r . : : :i ; , : ; :a ; ; :l " "s  
A l g e r i a n  o a t s  w e r e  u s e d  a s  i n d i c a t o r  p l a n t s  a n d  
s t o c k  s o l u t i o n  o f  d i u r o n  w a s  p r e p a r e d  f r o m  t h e  8 0 %  w e t t a b l e  
p o w d e r  formul~tion. E t i c h  a s s a y  w a s  p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e .  
S a m p l e s  ( 1 8 0  g )  o f  t h e  a i r - d r i e d  s o i l s  w e r e  d i s p e n s e d  i n  
p l a s t i c  c u p s .  T h e  s t o c k  s o l u t i o n  o f  h e r b i c i d e  w a s  d i l u t e d  
V I i  t h  n u t r i e n t  m e d i u m ,  a n d  a p p l i e d  d i r e c t l y  t o  t h e  s o i l  -
c u l t u r e  s u r f a c e  t o  g i v e  t h e  r e Q u i r e d  h e r b i c i d e  c o n c e n t r a t i o n s  
a t  f i e l d  c a p a c i t y .  
T h e r e  w e r e  n o  h o l e s  i n  t h e  b o t t o m  o f  
t h e  c u p s  a n d  t h u s  n o  d r a i n a g e  w a s  a l l o w e d .  T h i s  s y s t e m  o f  
w a t e r i n g  w a s  f o u n d  t o  g i v e  e x c e l l e n t  p l a n t  g r o w t h  ( P l a t e  2 . 1 ) .  
T h r e e  h o u r s  a f t e r  a d d i t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e ,  1 0  o a t  s e e d s ,  
p r e - g e r m i n a t e d  ( 3 0  h r s )  o n  m o i s t  f i l t e r  p a p e r  i n  c o v e r e d  
g l a s s  p e t r i  d i s h e s ,  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  i n  d a r k n e s s  a n d  h i g h  
h u m i d i t y ,  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  t  h e  c u p s .  
T h e  p l a n t s  w e r e  
g r o w n  u n d e r  f l u o r e s c e n t  l i g h t  w h i c h  p r o v i d e d  a n  i l l u m i n a t i o n  
o f  3 6 5  f t .  c a n d l e s .  
T h e  p h o t o p e r i o d  w a s  1 6  h o u r s  a t  2 8
0
0  
i n  t h e  l i ( j h t  a n d  8  h o u r s  a t  1 6
0
0  i n  t h e  d a r k .  
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T h e  t e s t  c o n t a i n e r s  w e r e  r a n d o m i z e d  o n  t h e  g r o w t h  r o o m  
b e n c h .  
A  s e t  o f  s t a n d a r d s  w i  t t l  a c i d  w a s h e d  s a n d  w a s  
gro~~ u n d e r  t h e  s a m e  c o n d i t i o n s  t o  p r o v i d e  a  c o n t r o l  f o r  
t h e  d a t a  o b t a i n e d  v i i  t h  t h e  h e r b i c i d e s  i n  t h e  s o i l  s e r i e s .  
T h e  p l a n t s  w e r e  w o . t e r e d  d a i l y  w i t h  a  d i l u t e d  ( 1 / 2 0 )  n u t r i e n t  
s o l u t i o n .  
A f t e r  g e r m i n a t i o n  t h e  p l a n t s  w e r e  t h i n n e d  t o  
6  p l a n t s  p e r  c u p .  A f t e r  t h r e e  w e e k s ,  t h e  p l a n t s  w e r e  c u t  
a t  t h e  s o i l  s u r f a c e  a n d  t h e i r  f r e s h  o r  g r e e n  w e i g h t s  w e r e  
r e c o r d e d .  
T o  c o m p a r e  t h e  e f f e c t  o f  d i f f e r e n t  s o i l  t y p e s  a n d  
d i u r o n  o n  s h o o t  g r o w t h  o f  o a t s ,  E D 5 0  ( e q u i v a l e n t  d o s e  f o r  
5 0 %  r e s p o n s e )  v a l u e s  w e r e  calcul~ted fo~ e a c h  c o n c e n t r a t i o n  
•  
s e r l e s .  
T h i s  w a s  d o n e  b y  p l o t t i n g  t h e  f r e s h  o r  g r e e n  
s h o o t  w e i g h t  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  c o n t r o l  a g a i n s t  t h e  
l o g a r i t h m  o f  t h e  h e r b i c i d e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  a  c u r v e  o f  
b e s t  f i t  w a s  d r a w n  t h r o u g h  t h e  p o i n t s .  
T h e  l o g a r i t h m  
o f  t h e  h e r b i c i d e  c o n c e n t r a t i o n ,  w h i c h  c o r r e s p o n d e d  t o  5 0 %  
s h o o t  g r o w t h  w a s  t h e  l o g a r i t h m  o f  E D
5 0
•  
T h e  a n t i l o g a r i t h m  
o f  t h i s  v a l u e  g i v e s  t h e  E D 5 0  v a l u e  i n f g  o f  d i u r o n  p e r  
g r a m m e  o f  s o i l .  
I n  t h e  a b o v e  p r o c e d l I T e ,  w h e r e  p e r c e n t a g e s  w e r e  
g r a p h e d  a n d  t h e  c u r v e  f i t t e d  b y  e y e ,  t h e  e r r o r  o f  e s t i m a t i o n  
f o r  t h e  e s t i m a t e s  c o u l d  n o t  b e  d e t e r m i n e d .  O b s e r v a t i o n s  
f r o m  a  p r e l i m i m : c r y  t r i a l  s e e m e d  t o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  c u r v e  
x  
c o u l d  b e  o f  t h e  f o r m  y  =  a  b  o r  l o g  y  =  l o g  a  +  x  l o g  b  
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w h e r e  y  =  e s t i m a t e d  7 "  r e s p o n s e  o f  t h e  t e s t  o r g a n i s m  
a n d  x  =  c o n c e n t r a t i o n  o f  h e r b i c i d e  u s e d .  
A  t r a I l s o r m a t i o n  o f  t h e  o b s e r v e d  d a t a  t o  l o g a r i t h m s  w a s  
d o n e  b e f o r e  f i t t i n g  b y  l e a s t  s q u a r e s .  
T h e  a d e q u a c y  
o f  t h e  t r a n s o r m a t i o n  w a s  c h e c k e d  b y  a n  a n a l y s i s  o f  v a . r i a n c e .  
T h e  t r a n s f o r m e d  d a t a  g a v e  a  s t r a i g h t  l i n e  r e l a t i o n s h i p .  
( A p p e n d i x  A )  
T h e  t r a n s f o r m a t i o n  p r o c e d u r e  w a s  a d o p t e d  i n  t h e  d e t e r m i n a -
t i o n  o f  d i u r o n  E D 5 0  v a l u e s  f o r  b o t h  o a t s  a n d  a l g a e  t r i a l s  
i n  t h e  s o i l  - h e r b i c i d e  s t u d i e s .  
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C H A P T E R  3  
S E L E C T I O N  O F  T E S T  A L G A E  F O R  H E R B I C I D E S  
3 . 1  I N T R O D U C T I O N  
M a n y  s m a l l  s e e d e d  t e s t  p l a n t s  s u c h  a s  o a t s ,  b a r l e y ,  
m u s t a r d ,  w h e a t ,  s o y b e a n s ,  h a v e  b e e n  u s e d  b y  i n v e s t i g a t o r s  
f o r  t h e  b i o l o g i c a l  a s s a y  o f  h e r b i c i d e  r e s i d u e s  i n  s o i l ,  b u t  
t h e  p h e n y l u r e a  a n d  s - t r i a z i n e  h e r b i c i d e s ,  w h i c h  a c t  m a i n l y  
a s  p h o t o s y n t h e t i c  i n h i b i t o r s ,  c a n  o n l y  e x e r t  t h e i r  f u l l  
t o x i c  e f f e c t s  o n  s e e d l i n g  p l a n t s  a t  a  l a t e  s t a g e  o f  s e e d l i n g  
g r o w t h .  C o n s e q u e n t l y  b i o a s s a y  m e t h o d s  f o r  s u c h  h e r b i c i d e s  
m a y  t a k e  2 - 4  w e e k s  a n d  t h e  r e s u l t  m a y  s o m e t i m e s  b e  c o m p l i c a t e d  
d u e  t o  d i s s i p a t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e  d u r i n g  t h e  a s s a y  p e r i o d .  
I n  r e c e n t  y e a r s ,  a t t e m p t s  h a v e  b e e n  m a d e  t o  d e v e l o p  r a p i d  
b i o a s s a y  m e t h o d s  f o r  t h e s e  h e r b i c i d e s .  P a r k e r  ( 1 9 6 5 )  m a d e  
u s e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o n u r o n  a n d  d i q u a t  ( M e e s ,  
1 9 6 0 )  i n  t h e  b i o a s s a y  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  W i t h  L e m n a  
m i n o r  a s  a  t e s t  p l a n t ,  h e  r e p o r t e d  t h a t  w i t h i n  t h e  s h o r t  
e x p e r i m e n t a l  t i m e  o f  4  d a y s ,  h e  w a s  a b l e  t o  d e t e c t  m o n u r o n  
a n d  d i u r o n  w i t h i n  t h e  r a n g e  o f  4  o z .  t o  8  o z . / a c  ( 0 . 2 8  t o  
0 . 5 0  K g / H a )  m i x e d  i n  2  i n .  ( 5 . 1  c m ) o f  s o i l .  H o w e v e r ,  t h e  
t e c h n i q u e  i s  c o m p l i c a t e d  b y  t h e  u s e  o f  t w o  h e r b i c i d e s ,  t h e  
c h o i c e  o f  t h e  c o r r e c t  a m o u n t  o f  d i q u a t  t o  b e  u s e d ,  a n d  
c o n t r o l  o f  t h e  f a c t o r s  g o v e r n i n g  t h e  e f f e c t s  o f  d i q u a t  o n  
t h e  t e s t  o r g a n i s m .  
•  
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I n  v i e w  o f  t h e  l a c k  o f  a  s u i t a b l e ,  r a p i d  a n d  s i m p l e  
b i o a s s a y ,  i t  w a s  t h o u g h t  t h a t  p h o t o s y n t h e t i c  m i c r o o r g a n i s m s  
( a l g a e )  c o u l d  b e  u s e d  t o  d e v e l o p  a n  a s s a y  t e c h n i q u e  f o r  t h e  
p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  
A l g a e  h a v e  a l r e a d y  b e e n  t r i e d  a s  t e s t  o r g a n i s m s  f o r  
h e r b i c i d e  b i o a s s a y .  F i t z g e r a l d  ( 1 9 6 2 )  s u g g e s t e d  t h a t  a l g a e  
m i g h t  b e  u s e d  a s  b i o a s s a y  o r g a n i s m s  f o r  t o x i c  c h e m i c a l s  i n  
a q u e o u s  m e d i a .  A t k i n s  ( 1 9 6 3 )  u s e d  a n  a l g a l  m e t h o d ,  a d a p t e d  
f r o m  T c h a n ' s  m e t h o d  ( 1 9 5 6 )  t o  d e t e c t  r e s i d u e s  o f  s i m a z i n e  
a n d  a m i t r o l e  i n  n u t r i e n t  s o l u t i o n  a n d  s o i l .  P i l l a y  ( 1 9 6 4 )  
r e p o r t e d  t h a t  s m a l l  a m o u n t s  o f  p h e n y l u r e a  a n d  s - t r i a z i n e  
h e r b i c i d e s  c o u l d  b e  a s s a y e d  i n  n u t r i e n t  m e d i a  b y  u s i n g  
u n i a l g a l  c u l t u r e s  i s o l a t e d  f r o m  s o i l .  P r i c e  a n d  E s t r a d a  ( 1 9 6 4 ) ,  
u s e d  a  p u r e  c u l t u r e  o f  E u g l e n a  g r a c i l i s  t o  a s s a y  a m i t r o l e ,  
w h i l e  G r a m l i c h  a n d  F r a n s  ( 1 9 6 4 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  p h y t o t o x i c i t y  
o f  a  s - t r i a z i n e  i n  n u t r i e n t  s o l u t i o n  w i t h  a  p u r e  c u l t u r e  o f  
C h l o r e l l a  p y r e n o i d o s a .  A t k i n s  ( 1 9 6 5 ) ;  A t k i n s  a n d  T c h a n ,  
( 1 9 6 7 )  ;  P i l l a y  a n d  T c h a n  ( 1 9 6 9 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  a l g a l  
t e c h n i q u e  w i t h  s m a l l  g r e e n  a l g a e  N M l  a n d  1 4 4 6 / 4  a s  t e s t  
o r g a n i s m s ,  c o u l d  b e  u s e d  f o r  t h e  b i o a s s a y  o f  s - t r i a z i n e  a n d  
p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  
A s  m o s t  o f  t h e s e  t r i a l s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  i n  
a q u e o u s  m e d i a ,  t h e  p o t e n t i a l  o f  a l g a e  a s  t e s t  o r g a n i s m s  i n  
r a p i d  b i o a s s a y  o f  h e r b i c i d e s  i n  s o i l  a n d  i n  s t u d i e s  o f  s o i l -
h e r b i c i d e  r e l a t i o n s h i p  i s  n o t  k n o w n .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  
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s e v e r a l  s m a l l  a l g a e  h a v e  b e e n  t e s t e d  a g a i n s t  h e r b i c i d e s  t o  
s e l e c t  t h e  m o s t  s e n s i t i v e  s p e c i e s  t o  b e  u s e d  i n  t h e  d e v e l o p -
m e n t  o f  s i m p l e  a s s a y  t e c h n i q u e s  f o r  h e r b i c i d e s  i n  s o i l .  
3 . 2  P r e l i m i n a r y  S e l e c t i o n  o f  T e s t  O r g a n i s m  
S m a l l  M c C a r t n e y  b o t t l e s  c o n t a i n i n g  1 0  m l  o f  n u t r i e n t  
s o l u t i o n  i n o c u l a t e d  w i t h  e a c h  o f  t h e  u n i - a l g a l  c u l t u r e s  ( a s  
l i s t e d  i n  T a b l e  2 )  w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  g r o w t h  r o o m .  0 ,  1  
a n d  5  p . p . m .  o f  e a c h  o f  t h e  f o l l o w i n g  h e r b i c i d e s  w e r e  u s e d :  
d a l a p o n ,  2 , 4 - D ,  m o n u r o n ,  d i u r o n  a n d  n e b u r o n .  
A f t e r  4 - 1 0  d a y s ,  v i s u a l  e s t i m a t e s  o f  a l g a l  g r o w t h  
w e r e  m a d e .  
T h e  r e s u l t s  ( T a b l e  2 )  s h o w e d  t h a t  & o m e  a l g a e  g r e w  
f a s t e r  a n d  w e r e  m o r e  s e n s i t i v e  t o  t h e  h e r b i c i d e s  t h a n  o t h e r s .  
N o  a p p r e c i a b l e  d i f f e r e n c e s  i n  a l g a l  g r o w t h  c o u l d  b e  d e t e c t e d  
b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  ( n o  h e r b i c i d e )  a n d  t h e  d i f f e r e n t  l e v e l s  
o f  d a l a p o n  a n d  2 , 4 - D  i n  t h i s  e x p e r i m e n t .  C o m p l e t e  o r  p a r t i a l  
i n h i b i t i o n  o c c u r r e d  a t  5  p . p . m .  l e v e l  o f  t h e  p h e n y l u r e a  
h e r b i c i d e s .  
3 . 3  S e n s i t i v i t y  o f  t h e  S e l e c t e d  A l g a e  t o  p h e n y l u r e a  
H e r b i c i d e s  
T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  h e r b i c i d e s  w a s  t e s t e d  q u a n t -
i t a t i v e l y  b y  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  e x t r a c t e d  p i g m e n t s .  C h l o r e l l a  
s p . ,  C h l a m y d o m o n a s  s p .  a n d  a l g a  N M l  h a d  f a s t  g r o w t h  r a t e s  
a n d  w e r e  m o r e  s e n s i t i v e  t o  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  t h a n  
t h e  o t h e r  a l g a e  ( T a b l e  2 ) .  T h e y  w e r e  t h e r e f o r e  s e l e c t e d  f o r  
t h i s  e x p e r i m e n t a t i o n .  
• 
• 
, 
TABLE 2 
Sensitivity of some uni-algal culture s to different herbicides 
, 
* Visual estimation of algal inhibition by herbicides. 
No inhibition -
Partial inhibition ++ 
Comple te inhibition ++++ 
• 
• 
44 
•  
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T A B L E  3  
E f f e c t s  o f  u r e a  h e r b i c i d e s  o n  C h l a m y d o m o n a s  s p . ,  C h l o r e l l a  s p .  a n d  a l g a  N M I  
,  
A l g a l  Gro~Jth ( e x p r e s s e d  a s  %  g r o w t h  o f  c o n t r o l )  
- - -
- -
•  
•  
H e r b i c i d e  
M o n u r o n  
D i u r o n  N e b u r o n  
c o n e .  ( p p m )  
,  
•  
- - -
-
- -
- - . - _  . .  
. , . _ - . _ - - - - -
I  
I  
•  
I  
I  
C h l a m .  C h l o r .  
,  
C h l a m .  
C h l o r .  
N M I  
N t H  C h l a m .  
C h l o r . \  
N M I  
,  
,  
I  
I  
•  
•  
I  
•  
-
•  
1 0 0  1 0 0  1 0 0  1 0 0  
I  
1 0 0  0  
. .  
1 0 0  1 0 0  1 0 0  1 0 0  
,  
,  
0 . 0 0 1  
-
-
,  
1 0 5 *  
- -
- [  - - -
I  
I  
0 . 0 1 0  1 0 9 *  
-
-
1 0 1  
- -
1 0 4 *  1 0 9 *  
I  
-
I  
•  
~ 
0 . 0 5 0  
-
-
-
"  
-
-
6 0  
- -
6 0 . 5  
!  
•  
0 . 0 6 3  
-
-
-
-
I  
-
5 0  
-
- -
,  
0 . 0 7 5  
-
-
-
-
I  
-
,  
- - -
5 0  
0 . 0 8 0  1 0 9 *  
-
-
-
1  
-
-
-
-
-
,  
I  
0 . 1 0 0  1 0 9 *  1 0 4 *  
8 8  
6 0  6 0  
,  
3 1  6 5  5 6  
4 0  
0 . 1 2 6  
- -
-
- 5 0  
- -
5 0  
-
,  
,  
0 . 1 3 3  
•  
5 0  
•  
- -
-
- -
- - -
0 . 1 6 8  
-
-
-
-
- -
5 0  
- -
0 . 2 0 0  
8 7  8 9  
5 6  
3 7  
1  
3 3  
2 2  
4 5  3 2  2 1  
0 . 2 2 4  
5 0  
-
-
- -
- - - -
0 . 5 0 0  5 0  4 9  1 6  1 6  1 1  4  3 0  1 1  4  
0 . 8 0 0  
3 2  
2 2  
. -
8  
4  
0  1 0  4  0  
•  
1 . 0 0 0  
- - -
0  0  0  0  0  0  
I  
,  -
,  
-
-
- -
•  
*  S i g n i f i c a n t  s t i m u l a t i o n  o f  a l g a l  g r o w t h  
•  
•  
•  
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T h e  r e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  3 .  A l g a  N M l  
p r o v e d  t o  b e  s u p e r i o r  t o  C h l o r e l l a  s p .  a n d  C h l a m y d o M o n a s  
s p .  a n d  w a s  p r e f e r r e d  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s .  A t  v e r y  
l o w  c o n c e n t r a t i o n s  ( 0 . 0 0 1 - 0 . 0 1  p . p . m . )  t h e  p h e n y l u r e a  
h e r b i c i d e s  h a d  s t i m u l a t o r y  e f f e c t s  o n  t h e  t h r e e  t e s t  o r g a n i s m s .  
A t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  ( 0 . 1 - 1  p . p . m . )  t h e y  h a d  a  s t r o n g  
i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  t h e  a l g a e .  T h e  a l g a e  s h o w e d  m e a s u r a b l e  
d i f f e r e n c e s  i n  g r o w t h  o v e r  a  r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  
h e r b i c i d e s  ( 0 . 0 5 - 1  p . p . m . )  
3 . 4  
•  •  
D 1 S C U S S l o n  
F o r  a  c o m p a r i s o n  o f  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  h e r b i c i d e s  
o n  t h e  t e s t  o r g a n i s m s ,  s e n s i t i v i t y  h a d  b e e n  e x p r e s s e d  a s  
p e r c e n t a g e  o f  g r o w t h  o f  c o n t r o l  a t  a  g i v e n  c o n c e n t r a t i o n .  
T a b l e  3  i n d i c a t e s  t h e  d i f f e r e n c e  i n  s e n s i t i v i t y .  
T o  c o m p a r e  t h e  r e l a t i v e  t o x i c i t i e s  o f  t h e  h e r b i c i d e s  
o n  t h e  t e s t  o r g a n i s m s ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 0 %  i n h i b i t i o n  
w a s  u s e d  ( T a b l e  3 ) .  
F r o m  t h e  t a b l e  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  a l g a  N M l  w a s  v e r y  
s e n s i t i v e  t o  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s ,  a s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  
t w o  o t h e r  t e s t  o r g a n i s m s .  T h e r e  w a s  n o  m a r k e d  d i f f e r e n c e  i n  
s e n s i t i v i t y  t o  m o n u r o n  b e t w e e n  C h l o r e l l a  s p .  a n d  C h l a m y d o m o n a s  
s p .  W h e n  d i u r o n  a n d  n e b u r o n  w e r e  t e s t e d  C h l o r e l l a  s p .  w a s  
m o r e  s e n s i t i v e  t h a n  C h l a m y d o m o n a s  s p .  
S h e e t s  a n d  C r a f t s  ( 1 9 5 7 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  i n h e r e n t  
t o x i c i t i e s  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s ,  u s i n g  o a t s  i n  c u l t u r e  
•  
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s o l u t i o n s  c o n t a i n i n g  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  h e r b i c i d e s .  
T h e i r  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  d i u r o n  w a s  n e a r l y  t w i c e  a s  t o x i c  
a s  m o n u r o n .  C o g g i n s  a n d  C r a f t s  ( 1 9 5 9 ) ,  u s i n g  b a r l e y  i n  
n u t r i e n t  s o l u t i o n ,  a l s o  f o u n d  d i u r o n  t o  b e  t w i c e  a s  t o x i c  
a s  m o n u r o n  t o  t h e  t e s t  p l a n t .  T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  
a l g a l  t e c h n i q u e  c o m p a r e d  f a v o u r a b l y  w i t h  t h e  p l a n t  r e s p o n s e s .  
A  f e w  h e r b i c i d e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  s h o w  s t i m u l a t o r y  
e f f e c t s  o n  p l a n t s  a t  v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s .  A s h m a n  ( 1 9 6 4 )  
i n  l a b o r a t o r y  s t u d i e s  o f  t h e  e f f e c t s  o f  c h l o r a m b e n  ( 3 - a m i n o -
2 , 5 - d i c h l o r o b e n z o i c  a c i d )  o n  s o y b e a n s ,  r e p o r t e d  t h a t  s h o o t  
g r o w t h  o f  s o y b e a n s  w a s  s t i m u l a t e d  b y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
t h e  h e r b i c i d e .  A t r a z i n e  a n d  s i m a z i n e  s t i m u l a t e d  a l g a l  a n d  
p l a n t  g r o w t h  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  ( A t k i n s ,  1 9 6 5 ;  S w i e t o c h o w s k i  
e t  a l ,  1 9 6 4 .  S i m i l a r  s t i m u l a t o r y  e f f e c t s  b y  v e r y  l o w  c o n -
c e n t r a t i o n s  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  o n  a l g a  w e r e  s h o w n  i n  
t h e  p r e s e n t  s t u d y  ( T a b l e  3 ) .  T h i s  s t i m u l a t o r y  r e s p o n s e  c o u l d  
b e  a t t r i b u t e d  t o  
( i )  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  m i g h t  s t i m u l a t e  
c e r t a i n  m i c r o o r g a n i s m s  a n d  t h u s  p r o v i d e  
g r e a t e r  q u a n t i t i e s  o f  n u t r i e n t s  f o r  a l g a l  
g r o w t h ,  o r  
( i i )  i n  v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  t h e  h e r b i c i d e s  
a c t  a s  p l a n t  g r o w t h  s t i m u l a t o r s .  
S h e e t s  ( 1 9 6 4 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  p h e n y l u r e a s ,  
g r o w t h  o f  s o i l  m i c r o o r g a n i s m s  w a s  n o t  s t i m u l a t e d .  H e  s u g g e s t e d  
•  
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t h a t  c e r t a i n  m i c r o o r g a n i s m s  m a y  u t i l i s e  t h e  p h e n y l u r e a s  
b u t  n o t  p r e f e r e n t i a l l y  o r  s e l e c t i v e l y  t o  o t h e r  s o u r c e s .  O u r  
r e s u l t s  s u p p o r t  h y p o t h e s i s  ( i i ) .  S i n c e  s t i m u l a t o r y  r e s p o n s e s  
w e r e  o b t a i n e d  w i t h  p u r e  a l g a l  c u l t u r e s  ( f r e e  o f  b a c t e r i a )  
t h e  e f f e c t  o f  t h e  h e r b i c i d e  a t  v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  i s  
m o r e  l i k e l y  t o  b e  d u e  t o  t h e  d i r e c t  i n f l u e n c e  o f  t h e  m o l e c u l e  
o n  a l g a l  g r o w t h .  
T h e  w o r k  o f  ¥ u e n  a n d  H i l t o n  ( 1 9 6 2 )  o n  H a w a i i a n  s u g a r -
c a n e  s o i l s ,  h a d  s h o w n  t h a t  t h e  i n t r i n s i c  p h y t o t o x i c i t i e s  o f  
m o n u r o n  a n d  d i u r o n  w e r e  b o t h  s u c h  t h a t  l e s s  t h a n  2  p . p . m .  
w a s  n e e d e d  i n  t h e  s o i l  s o l u t i o n  f o r  m o s t  w e e d s  t o  b e  k i l l e d .  
A s  a l l  t h r e e  a l g a l  t e s t  o r g a n i s m s  w e r e  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  
a t  a  h e r b i c i d e  c o n c e n t r a t i o n  o f  l e s s  t h a n  2  p . p . m .  ( m o n u r o n ,  
d i u r o n  a n d  n e b u r o n )  a n d  w e r e  s e n s i t i v e  t o  0 . 1  p . p . m . ,  t h e s e  
a l g a e  w o u l d  b e  s u i t a b l e  a s  t e s t  o r g a n i s m s  t o  a s s e s s  t h e  
h e r b i c i d e s  i n  s o i l .  
3 . 5  S u m m a r y  
( 1 )  T h e  t h r e e  a l g a e ,  C h l a m y d o m o n a s  s p . ,  C h l o r e l l a  s p .  
a n d  a l g a  N M l  a r e  s u i t a b l e  a s  t e s t  o r g a n i s m s  f o r  t h e  
b i o a s s a y  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  T h e y  g i v e  
m e a s u r a b l e  d i f f e r e n c e s  i n  g r o w t h  o v e r  a  w i d e  r a n g e  
o f  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  h e r b i c i d e s .  
( 2 )  A l g a  N Ml  i s  t h e  m o s t  s e n s i t i v e  t e s t  o r g a n i s m .  F i f t y  
p e r c e n t  i n h i b i t i o n  o f  g r o w t h  i s  p r o d u c e d  b y  0 . 0 6 3 ,  
0 . 0 7 5  a n d  0 . 2 2 4  p . p . m .  o f  d i u r o n ,  n e b u r o n  a n d  m o n u r o n  
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r e s p e c t i v e l y .  
( 3 )  V e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  ( 0 . 0 0 1  t o  0 . 0 1  p . p . m )  o f  t h e  
p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  h a v e  s t i m u l a t o r y  e f f e c t s  o n  t h e  
a l g a .  I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  s t i m u l a t o r y  r e s p o n s e  
i s  d u e  t o  a  d i r e c t  e f f e c t  o f  t h e  c h e m i c a l s .  
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C H A P T E R  4  
E F F E C T S  O F  C U L T U R A L  C O N D I T I O N S  O N  T H E  R E S P O N S E  O F  T E S T  
A L G A E  T O  U R E A  H @ f f i I C I D E S  
4 . 1  I n t r o d u c t i o n  
,  
-
A s  r e v i e w e d  e a r l i e r  ( S e c t i o n  1 . 2 . 5 )  t h e  p r e c i s i o n  
o f  a  b i o a s s a y  t o  d e t e r m i n e  s m a l l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a  
h e r b i c i d e  d e p e n d s  t o  a  l a r g e  e x t e n t  o n  t h e  c o n t r o l  o f  t h e  
f a c t o r s  t h a t  c a n  i n t r o d u c e  v a . r i a b i l i t y  i n t o  t h e  r e s u l t s .  
I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  e f f e c t s  o f  i n o c u l u m  s i z e ,  p e r i o d  
o f  i n c u b a t i o n ,  a n d  p H  o n  t h e  s e n s i t i v i  1 ; " < J  o f  t h e  t e s t  a l g a e  
t o  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  •  
•  
4 . 2  I n o c u l u m  s i , z e  l ¥ J , d  p e r i o d  o f  i n c u b a t i o l 1  
T h e  e x p e r i m e n t  w a s  s e t  u p  i n  l i q u i d  m e d i u m  c o n t a i n i n g  
1 0
6  
a n d  5  x  1 0
7  
c e l l s / m l  o f  a l g a  N } I T ,  a n d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
o  a n d  0 . 5  p p m  d i u r o n ,  w e r e  u s e d .  1 0  m l  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  
e v e r y  d a y  a n d  g r o w t h  o f  a l g a e  w a s  f o l l o w e d  b y  o p t i c a l  
d e n s i t y  m e a s u r e m e n t s  a t  6 6 3  m i l l i m i c r o n s .  
T h e  r e s u l t s  ( T a b l e  4 )  c l e a r l y  s h o w e d  t h a t  i n h i b i t i o n  
o f  a l g a  N } I T  w a s  l o w e r  a t  t h e  h i g h e r  i n o c u l u m  d e n s i t y .  
T h e y  a l s o  i n d i c a t e d  t h a t  a l g a l  i n h i b i t i o n  b y  0 . 5  p p m  d i u r o n  
w a s  h i g h e s t  a f t e r  3  d a y s  i n c u b a t i o n ,  a n d  d e c r e a s e d  v n t h  
i n c r e a s i n g  i n c u b a t i o n  t i m e .  
T a b l e  4  
E f f e c t  o f  i n o c u l u m  s i z e  a n d  p e r i o d  o f  
i n c u b a t i o n  i n  i n h i b i t i o n  o f  a l g a l  
c u l t u r e  N~rr b y  d i u r o n  
T i m e  i n  d a y s  
I n h i b i t i o n  o f  a l g a  ( e x p r e s s e d  a s  %  
o f  c o n t r o l )  b y  d i u r o n  ( 0 . 5  p . p . m . )  
5 1  
6  
1 0  c e l l s / m l  5  x  1 0
7  
c e l l s / m l  
2  
2 }  
-
4  
5  
6
" -
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7  
8  
9  
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4 . 3  E l !  
A l g a l  n u t r i e n t  m e d i a  a t  t h e  f o l l o w i n g  p H  v a l u e s  w e r e  
u s e d :  5 . 4 ,  6 . 0 ,  6 . 5 ,  7 . 0 ,  7 . 5  a n d  8 . 0 .  T h e  p H  o f  t h e  s o l u t i o n  
w a s  a d j u s t e d  w i t h  I N  N a O H  o r  I N  H C 1 .  T h e  l e v e l s  o f  h e r b i c i d e s  
u s e d  w e r e  f o r  m o n u r o n  ( 0 . 5  p p m ) ,  f o r  d i u r o n  ( 0 . 1  p p m )  a n d  f o r  
n e b u r o n  ( 0 . 1  p p m ) .  2 0  m l  s a m p l e s  o f  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  
m e d i a  ( i n o c u l a t e d  w i t h  1 0
6  
N M I  c e l l s / m l )  f o r  e a c h  p H  w e r e  
i n c u b a t e d  i n  t h e  g r o w t h  r o o m  f o r  3  d a y s .  G r o w t h  w a s  e s t i m a t e d  
b y  m e a s u r e m e n t  o f  c h l o r o p h y l l .  ( S e c t i o n  2 . 2 )  
I t  w a s  f o u n d  t h a t  v a r i a t i o n  o f  i n h i b i t i o n  f o r  t h e  t h r e e  
h e r b i c i d e s  d i d  n o t  e x c e e d  1 0 %  b e t w e e n  p H  v a l u e s  o f  6 . 5 - 7 . 5  a n d  
o n l y  1 5 %  f r o m  p H  5 . 4  t o  8 . 0 .  
g r o w t h  a t  p H  7 . 0 - 7 . 5 .  
T h e  a l g a  N M I  s h o w e d  o p t i m u m  
4 . 4  D i s c u s s i o n :  
F r o m  t h e  r e s u l t s  i t  w a s  c l e a . r  t h a t  t h e  p e r i o d  o f  
i n c u b a t i o n  a n d  i n o c u l u m  s i z e  i n f l u e n c e d  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  
a l g a e  b y  t h e  s - p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  
A t k i n s  a n d  T c h a n  ( 1 9 6 7 )  
h a d  s h o w n  t h a t  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  a l g a l  b i o a s s a y  o f  s - t r i a z i n e  
h e r b i c i d e s  w a s  i n c r e a s e d  b y  r e d u c i n g  t h e  s i z e  o f  t h e  i n o c u l u m .  
T h e  p r e s e n t  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  t h e  i n h i b i t i o n  o f  a l g a  N M I  b y  
d i u r o n  d e c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  i n o c u l u m  d e n S i t y .  
M a x i m u m  
i n h i b i t i o n  o c c u r r e d  a f t e r  3  d a y s  i n c u b a t i o n ,  a n d  p e r c e n t a g e  
i n h i b i t i o n  d e c r e a s e d  a s  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d .  
T h e s e  r e s u l t s  
s h o w e d  t h a t  t h e  m a x i m u m  s e n s i t i v i t y  f o r  h e r b i c i d e  b i o a s s a y  w i t h  
a l g a  N M I  m i g h t  b e  o b t a i n e d  w i t h  a  l i g h t  i n o c u l u m ,  a n d  b y  m e a s u r -
i n g  a l g a l  i n h i b i t i o n  a f t e r  a  3  d a y  i n c u b a t i o n  p e r i o d .  
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S e l m a n  a n d  U p c h u r c h  l 1 9 6 3 ) ,  u s i n g  c o t t o n  p l a n t s  
g r o w n  i n  c u l t u r e  s o l u t i o n s  a t  p H  4 ,  5 ,  6  a n d  7 ,  f o u n d  t h a t  
d i u r o n  t e n d e d  t o  b e  m o r e  t o x i c  a t  h i g h e r  p H  v a l u e s .  
T h e  p r e s e n t  r e s u l t s  s h o w e d  o n l y  a  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  t o x i -
c i t y  o f  t h e  h e r b i c i d e s  a s  t h e  p H  i n c r e a s e d  f r o m  6 . 0  t o  7 . 5 .  
A t  p H  5 . 4  a n d  8 . 0  a  d e c r e a s e  i n  t o x i c i t y  w a s  n o t i c e d .  
H o w e v e r ,  a s  t h e  v a r i a t i o n  o f  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  b y  p H  f r o m  
5 . 4  t o  8 . 0  w a s  o n l y  1 5 % ,  i t  c o u l d  b e  c o n s i d e r e d  t h a t  a l g a  
N l o ! I  w a s  s u i  t a b l e  t o  s t u d y  p h y t o t o x i c i t y  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  
i n  a g r i c u l t u r a l  S O i l s ,  w h e r e  t h e  p H  i s  r a . r e l y  a s  l o w  a s  
5 . 0  a n d  a s  h i g h  a s  8 . 0 .  U p c h u r c h  e t  a l  ( 1 9 7 1 )  h a d  a l s o  
i n d i c a t e d  t h a t  w i t h  d i u r o n ,  s o i l  p H  l e v e l s  b e t w e e n  4 . 3  
a n d  7 . 5  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  p h y t o t o x i c i t y  o f  t h e  h e r b i c i d e s .  
4 . 5  
( 1 )  T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a l g a l  b i o a s s a y  i s  a f f e c t e d  
b y  t h e  p e r i o d  o f  i n c u b a t i o n ,  a n d  s i z e  o f  i n o c u l u m .  
B e s t  r e s u l t s  a r e  o b t a i n e d  b y  u s i n g  a  s m a l l  i n o c u l u m  
( a a p r o x .  1 0
5  
c e l l s / m l )  a n d  b y  m e a s u r i n g  a l g a l  g r o w t h  
a f t e r  a  3  d a y  i n c u b a t i o n  p e r i o d .  
( 2 )  T h e  p H  o f  t h e  m e d i u m  ( 6  a n d  7 . 5 )  d o e s  n o t  m a r k e d l y  
a f f e c t  t h e  t o x i c i t y  o f  t h e  h e r b i c i d e s .  A l g a  N M I  
i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  a .  s u i t a b l e  o r g a n i s m  f o r  t h e  
b i o a s s a y  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  i n  a g r i c u l t u r a l  
s o i l s .  
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C H A P T E R  5  
A P P L I C A T I O N  O F  A L G A L  T E C H N I Q U E S  I N  T H E  S T U D Y  O F  
P H Y T O T O X I C I T I E S  O F  D I F F E R E N T  H E R B I C I D E S  ( P H O T O S Y N T H E S I S  
I N H I B I T O R S )  
5 . 1  
I n t r o d u c t i o n  
,  
-
U p c h u r c h  ( 1 9 6 6 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  t o  a  l a r g e  e x t e n t  t h e  
s t u d y  o f  h e r b i c i d e  b e h a v i o u r  i n  s o i l  i s  a  s t u d y  o f  t h e  i n f l u e n c e  
o f  s o i l  p r o p e r t i e s  a n d  o t h e r  r e l a t e d  p h e n o m e n a  o n  t h e  i n h e r e n t  
p h y t o t o x i c i t y  o f  h e r b i c i d e s .  U n f o r t u n a t e l y ,  v e r y  l i t t l e  w o r k  
h a s  b e e n  d o n e  t o  d e t e r m i n e  t h e  i n h e r e n t  p h y t o t o x i c i t i e s  o f  
h e r b i c i d e s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  s o i l  f a c t o r s .  
T h e r e f o r e ,  i n  t h i s  
i n v e s t i g a t i o n  o f  a  r a p i d  b i o a s s a y  t o o l  t o  s t u d y  s o i l  - h e r b i c i d e  
r e l a t i o n s h i p s ,  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  e s t a b l i s h  t h e  i n h e r e n t  t o x i c i -
t i e s  o f  t h o s e  h e r b i c i d e s  w h i c h  c a n  b e  a s s a y e d  b y  a l g a e .  
S u c h  a  s t u d y  v d l l  h e l p  i n  a  b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  e f f e c t s  
o f  s o i l  p r o p e r t i e s  o n  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  i n  s o i l .  
5 . 2  I n h e r e n t  t o x i c i t i e s  o f  h e r b i c i d e s  ( p h o t o s y n t h e s i s  
i n h i b i t o r s )  t o  t e s t  a l g a e  
T h e  h e r b i c i d e s  u s e d  w e r e :  m o n u r o n ,  d i u r o n ,  n e b u r o n ,  
a t r a z i n e ,  b r o m a c i l ,  s i m a z i n e ,  a t r a t o n e  a n d  a m i t r o l e .  
A l l  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  i n h i b i t  p h o t o s y n t h e s i s .  
S a m p l e s  ( 2 0  m l )  o f  t h e  i n o c u l a t e d  m e d i u m  ( a l g a  1 0 0  - 1 0
5  
c e l l s / m l )  c o n t a i n i n g  t h e  r e q u i r e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  h e r b i c i d e ,  
w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  g r o w t h  r o o m  f o r  3  d a y s .  T h e  a l g a l  
g r o w t h  w a s  t h e n  e s t i m a t e d  b y  o p t i c a l  d e n s i t y  m e a s u r e m e n t s .  
( S e c t .  2 . 2 )  
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5 . 3  R e s u l t s  
T h e  r e s u l t s  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  5 .  
T h e  d i f f e r e n c e s  
i n  s e n s i t i v i t y  t o w a r d s  d i f f e r e n t  h e r b i c i d e s  b y  t h e  a l g a  s u g g e s t e d  
t h a t  t h e  t e c h n i q u e  w o u l d  n o t  b e  s u i t a b l e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s o m e  h e r b i c i d e s ,  b u t  e x c e l l e n t  f o r  o t h e r s ,  
e . g .  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  
T a b l e  5  
I n h e r e n t  t o x i c i t i e s  o f  h e r b i c i d e s  
H e r b i c i d e s  
D i l l r o n  
N e b u r o n  
M o n l J r o n  
B r o m a c i l  
A t r a z i n e  
S i m a z i n e  
A t r a t o n e  
A m i t r o l e  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
"  
C o n c e n t r a t i o n  c a u s i n g  5 0 %  i n h i b i t i o n  
o f  g r o w t h  o f  a l g a  N M I  ( i n  p p m )  
0 . 0 5 0  
0 . 0 6 3  
0 . 1 8 0  
0 . 3 2  
0 . 7 3  
0 . 8 3  
1 . 5 0  
7 . 1 0  
-
-
.  
'  ,  
-
T a b l e  6  
I n h i b i  t i o n  o f  C h l a m y d , o ! l l o n a s  a n d  a l g a  N M I  b y  
p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  
5 7  
H e r b i c i d e  
I  C o n c e n t r a t i o n  *  ( X 1 0 -
6
M )  c a u s i n g  5 0 %  
i n h i b i t i o n  o f  a l g a  N M I  
-
C h l a m y d o m o n a s  A l g a  N M I  
M o n u r o n  
I  
2 . 5  
I  
1 . 1 3  
D i u r o n  
I  
0 . 5 7  
I  
0 . 2 7  
N e b u r o n  
I  
0 . 6 1  
0 . 2 8  
I  
I  
, -
*  D a t a  t a k e n  f r o m  t a b l e  2  
5 ' 4  D i s c u s s i o n :  
A  k n o w l e d g e  o f  t h e  i n h e r e n t  t o x i c i t y  o f  a  h e r b i c i d e  
t o  a  t e s t  p l a n t  c a n  b e  u s e f u l  a s  a  g u i d e  t o  f i e l d  e x p e r i m e n t s .  
L a b o r a t o r y  m e t h o d s  h a v e  b e e n  d e v i s e d  t o  e v a l u a t e  a n d  c o m p a r e  
t h e  i n h e r e n t  p h y t o t o x i c i t i e s  o f  h e r b i c i d e s ,  b y  u s i n g  s e n s i t i v e  
t e s t  p l a n t s ,  
T h e  p r e s e n t  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  d e t e r m i n e  
t h e  i n h e r e n t  p h y t o t o x i c i t i e s  o f  a  n u m b e r  o f  s o i l - a p p l i e d  
h e r b i c i d e s ,  w h i c h  i n h i b i t  g r o w t h  b y  i n t e r f e r i n g  w i t h  t h e  
p h o t o s y n t h e t i c  p r o c e s s e s  i n  p l a n t s .  
T h e  m i n i m u m  c o n c e n t r a t i o n  
w h i c h  c a u s e d  5 0 %  i n h i b i t i o n  o f  a l g a  N M I  b y  t h e s e  h e r b i c i d e s  i n  
n u t r i e n t  s o l u t i o n  w a s  d e t e r m i n e d .  
•  
•  
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W h e n  N - a 1 k y 1  s u b s t i t u t i o n s  w e r e  t h e  s a m e ,  t h e  d i c h o r o - c o m p o u n d  
w a s  m o r e  p h y t o t o x i c  t h a n  t h e  m o n o c h l o r o - c o m p o u n d ,  a s  i n  t h e  
c a s e  o f  d i u r o n  b e i n g  m o r e  t o x i c  t h a n  m o n u r o n .  
I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  n e a . r 1 y  f o u r  t i m e s  a s  m u c h  m o n u r o n  
a s  d i u r o n  w e r e  n e e d e d  t o  b r i n g  a b o u t  5 0 %  i n h i b i t i o n  o f  a l g a  m u  
a n d  
H  0  
/  C H
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C H  
I  
1 1  /  / 1  . /  3  
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D i u r o n  
M o n u r o n  
O o g g i n s  a n d  C r a f t s  ( 1 9 5 9 )  f o u n d  t h a t  d i u r o n  w a s  m o r e  t o x i c  
t h a n  n e b u r o n  i n  n u t r i e n t  s o l u t i o n ,  a n d  s u g g e s t e d  t h a t  2  m e t h y l  
g r o u p s  w e r e  n e c e s s a r y  f o r  m a x i m u m  p h y t o t o x i c i t y  t o  b e  e x p r e s s e d ,  
a n d  t h a t  t h e  r e p l a c e m e n t  o f  o n e  o f  t h e  m e t h y l  g r o u p s  i n  a  
d i c h l o r o - c o m p o u n d  l o w e r e d  p h y t o t o x i c i t y .  
B u t ,  t h e  r e s u l t s  
o b t a i n e d  w i t h  a l g a e  a s  t e s t  o r g a n i s m s  w e r e  n o t  i n  a c c o r u a n c e  
5 9  
w i t h  C o g g i n s  a n d  C r a f t s  ( 1 9 5 9 )  r e s u l t s .  N e b u r o n  w a s  f o u n d  
t o  b e  n e a r l y  a s  t o x i c  a s  d i u r o n  t o  a l g a  N 1 I T  a n d  
i n  n u t r i e n t  s o l u t i o n  ( T a b l e  6 ) .  
W r r e n  a p p l i e d  t o  r r i g h e r  p l a n t s ,  t r r e  p r r e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  
a r e  a b s o r b e d  b y  t r r e  r o o t s  a n d  t r a n s p o r t e d  t o  t r r e  l e a v e s  t h r o u g h  
t h e  x y l e m  v e s s e l s .  T h e  h e r b i c i d e s  m u s t  p a s s  t h r o u g h  t h e  
e p i d e r m i s ,  c o r t e x  a n d  e n d o d e r m i s  o f  t h e  r o o t  t o  t h e  x y l e m  
a n d  u p w a r d  t o  t h e  l e a v e s  w h e r e  t h e y  e x r r i b i t  t h e i r  p h y t o t o x i c  
e f f e c t s .  E n n i s  ( 1 9 6 4 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  m e m b r a n e s  o f  d i f f e r e n t  
p l a n t  s p e c i e s  a p p e a r  t o  b e  p e n e t r a t e d  m o r e  r e a d i l y  b y  s o m e  
c o m p o u n d s  t h a n  b y  o t h e r s .  T r r i s  d i f f e r e n c e  i n  t h e  t r a n s l o c a t i o n  
o f  m a t e r i a l s  t o  t h e  l e a v e s  m a y  b e  o n e  o f  t h e  f a c t o r s  a f f e c t i n g  
t h e  s e n s i t i v i t i e s  o f  d i f f e r e n t  t e s t  o r g a n i s m s .  C o g g i n s  a n d  
C r a f t s  ( 1 9 5 9 )  s t u d i e d  t h e  b e h a v i o u r  o f  n e b u r o n  i n  m o d e l  s y s t e m s  
a n d  d e m o n s t r a t e d  t h a t  n e b u r o n  w a s  m o r e  s t r o n g l y  a d s o r b e d  t o  
c e l l u l o s e  t h a n  o t h e r  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  
T r r i s  g r e a t e r  
a d s o r p t i o n  o f  n e b u r o n  t o  c e l l u l o s e  m a y  p a r t l y  d e t e r m i n e  t o  w h a t  
e x t e n t  t h e  h e r b i c i d e  w i l l  p e n e t r a t e  t o  t h e  s i t e  o f  a c t i o n ,  
c l n d  t h u s  e x p l a i n  i t s  l o w e r  t o x i c i t y  t o  b a r l e y  t h a n  d i u r o n  
t C o g g i n s  &  C r a f t s ,  1 9 5 9 ) .  
On  t h e  o t h e r  h a n d ,  v a t h  t h e  s m a l l  
u n i c e l l u l a r  a l g a e ,  p r o b l e m s  o f  t r a n s l o c a t i o n ,  i m m o b i l i s a t i o n  
a t  n o d e s  a r e  n o n - e x i s t e n t  c o m p a r e d  - l a t h  h i g h e r  p l a n t s .  
C o n s e q u e n t l y  i t  w a s  f o u n d  t h a t  n e b u r o n  w a s  n e a r l y  a s  t o x i c  
t o  a l g a  m u  a n d  c h l a L w d o m o n a s .  
T h e  p r e s e n t  r e s u l t s  s u g g e s t e d  
t h a t  s u b s t i t u t i o n  o n  t h e  N- a l k y l  g r o u p  d i d  n o t  a f f e c t  i n h e r e n t  
p h y t o t o x i c i t y  b u t  i n c r e a s e d  a d s o r p t i o n .  
T h e  d a t a  
,  
>  
i ,  
6 0  
H O  C H  
I  1 1  /  3  
H O  C H
3  
I  H  /  
- " "  - C- N  . . . .  
C H
3  
~ - N- C- N  . . . .  
' r = = - C
4
H
9  
c l  
D i u r o n  
N e b u r o n  
a l s o  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  a n d  i n h e r e n t  t o x i c i t y  a t  c e l l u l a r  
l e v e l  c o u l d  n o t  b e  s a t i s f a c t o r i l y  d e r i v e d  i f  w h o l e  p l a n t s  w e r e  
u s e d .  A l g a l  c e l l s  w o u l d  p r o v i d e  a  b e t t e r  e x p e r i m e n t a l  t o o l  
t o  t h i s  p r o b l e m .  
5 . 5  
l 1 )  T h e  a , l g a  , N 1 1 T  i s  s u i  t a b l e  t o  e v a l u a t e  t h e  i n h e r e n t  
p h y t o t o x i c i t i e s  o f  h e r b i c i d e s  w I n c h  a r e  k n o w n  t o  
i n h i b i t  p l a n t  g r o w t h  b y  i n t e r f e r i n g  v n t h  p h o t o s y n t h e s i s .  
T h e  f o l l o w i n g  t o x i c i t y  s e r i e s  i s  o b t a i n e d :  D i u r o n ?  
n e b u r o n >  m o n u r o n >  b r o m a c i l  >  a t r a z i n e  >  s i m a z i n e  >  
a t r a t o n e ; ; >  a m i  t r o l e .  
( 2 )  T h e  a l g a l  t e c h n i q u e  C~l b e  u s e f u l  f o r  t h e  r a p i d  
o f  s o i l s  c o n t a i n i n g  h i g h  o r  l o w  a c t i v e  a m o u n t s  o f  t h e  
l e s s  s e n s i t i v e  h e r b i c i d e s  ( e . g .  s i m a z i n e ,  a t r a t o n e ,  
a m i  t r o l e ) .  
l 3 )  S u b s t i  t u t i o n  o n  t h e  N- a l k y l  g r o u p  d o e s  n o t  a f f e c t  t h e  
i n h e r e n t  t o x i c i t y  o f  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s
p  
b u t  
s u b s t i t u t i o n  o n  t h e  a r y l  g r o u p  i n c r e a s e s  p h y t o t o x i c i t y .  
•  
•  
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C H A P T E R  6  
I N F L U E N C E  O F  S O I L  O N  T H E  A C T I V I T Y  O F  T H E  P H E N Y L U R E A  
H  E : R B I C I D E S  
6 . 1  I n t r o d u c t i o n  
,  .  
T h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  r e s i d u a l  s o i l  - a p p l i e d  h e r b i c i d e s  
d e p e n d s  t o  a  g r e a t  e x t e n t  o n  t h e i r  i n h e r e n t  p h y t o t o x i c i t i e s ,  
t h e i r  p e r s i s t e n c e  a n d  t h e i r  l e a c h i I l J  c h a r a c t e r i s t i c s .  
A d s o r p t i o n  o n  t o  s o i l  c o l l o i d s  i s  t h e  m a i n  f a c t o r  w h i c h  
d e t e r m i n e s  t h e s e  c h a r a c t e r i s t i c s .  P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  
i n d i c a t e d  t h a t  s e v e r a l  s o i l  p r o p e r t i e s  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  
a d s o r p t i o n .  W i t h  r e g a r d  t o  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s ,  m o s t  
w o : ! : ' k e r s  a g r e e  t h a t  s o i l  o r g a n i c  m a t t e r  i s  t h e  m a j o r  f a c t o r  i n  
a d s o r p t i o n .  O p i n i o n s  d i f f e r  h o w e v e r ,  a s  t o  t h e  d e g r e e  o f  
i m p o r t a n c e  o f  c l a y  c o l l o i d s  i n  a d s o r p t i o n  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  
l S h e e t s ,  1 9 5 8 ;  U p c h u r c h ,  1 9 5 8 ;  H i l t o n  a n d  Y u e n ,  1 9 6 3 ;  U p c h u r c h  
' . J l d  L l a s o n ,  1 9 6 2 ;  U p c h u r c h  e t  a l ,  1 9 6 6 ) .  
I n  g e n e r a l ,  h e r b i c i d e s  a d s o r b e d  t o  s o i l  c o l l o i d s  a r e  
n o t  f r e e l y  a v a i l a b l e  t o  p l a n t s  ( H o l l y ,  1 9 6 2 ) .  
H a n n a h  ( 1 9 5 4 ) ,  
h o w e v e r ,  c l a i m e d  t h a t  C D A A  ( N ,  N - d i a l l y l - 2 - c h l o r o a c e t a
m
i d e )  
a n d  C D E A  ( 2 - c h l o r o - N ,  N - d i e t h y l a c e t a m i d e )  w e r e  a d s o r b e d  b y  
s o i l  c o n s t i t u e n t s  b u t  s t i l l  r e m a i n e d  a v a i l a b l e  t o  p l a n t s .  
I t  w a s  t h e r e f o r e  t h o u g h t  a d v i s a b l e  t o  c h e c k  t h e  a v a i l a b i l i t y  
o f  s o i l  - a d s o r b e d  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  t o  t h e  t e s t  a l g a e .  
I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  a l g a l  b i o a s s a y  m e t h o d  h a s  b e e n  
a d a p t e d  t o  d e m o n s t r a t e :  ( 1 )  t h a t  a d s o r p t i o n  o f  p h e n y l u r e a  
h e r b i c i d e s  m u s t  b e  t a k e n  i n t o  a c c o u n t  i n  c a l c u l a t i n g  t h e  a m o u n t s  
o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  a d d e d  t o  s o i l  t o  6 i v e  t h e  d e s i r e d  a m o u n t  
6 2  
o f  t h e  f r e e  a n d  e f f e c t i v e  c o m p o u n d  i n  t h e  s o i l ,  ( 2 )  t h e  
e f f e c t  o f  s o i l  o r g a n i c  m a t t e r  o n  t h e  p h y t o t o x i c i t y  o f  d i u r o n ,  
( 3 )  t h e  i n d e p e n d e n t  a d s o r p t i v e  c a p a c i t i e s  o f  p e a t  ( o r g a n i c  
m a t t e r )  a n d  c l a y  f o r  d i u r o n  a n d  n e b u r o n .  
6 . 2  E f f e c t  o f  a d s o r b e d  h e r b i c i d e  o n  t h e  t e s t  a l g a e  
2  g  s a m p l e s  o f  U n i v e r s i t y  g a r d e n  s o i l  ( U
2
)  w e r e  p u t  
i n  c e l l o p h a n e  d i a l y s i s  t u b e s  t i e d  a t  o n e  e n d .  O n e  
m i l l i l i t r e  o f  m o n u r o n  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  g i v e  t h e  f o l l o w i n g  
c o n c e n t r a t i o n s :  0 ,  6 ,  1 0  a n d  2 0  r
g  
o f  h e r b i c i d e  p e r  g  o f  s o i l .  
T h e  t u b e s  w e r e  c l o s e d ,  a n d  a f t e r  2  h o u r s  w e r e  p l a c e d  i n  
c u l t u r e  v e s s e l s  c o n t a i n i n g  1 9  m l  o f  i n o c u l a t e d  n u t r i e n t  m e d i u m  
( N 1 1 I  - 1 0
5  
c e l l s / m l ) .  A n o t h e r  s e r i e s  o f  f l a s k s  w a s  s e t  u p ,  
w i t h o u t  c e l l o p h a n e  t u b e s .  I n o c u l a t e d  n u t r i e n t  m e d i u m  w a s  
a d d e d  2  h o u r s  a f t e r  a d d i t i o n  o f  m o n u r o n  t o  t h e  2  g  s o i l  
s a m p l e s .  
T h e  f l a s k s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  3  d a y s  i n  t h e  
g r o w t h  r o o m .  
T a b l e  7  s u m m a r i s e s  t h e  r e s u l t s ,  o b t a i n e d  b y  
m e a s u r e m e n t  o f  p i g m e n t  e x t r a c t s .  
I  
•  
. .  
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T a b l e  7  
E f f e c t  o f  a d s o r p t i o n  o n  t o x i c i t y  o f  m o n u r o n  i n  s o i l  
- -
-
- -
I  
I  
A m o u n t  o f  m o n u r o n  
I  
S o i l  i n  c e l l o p h a n e  b a g  I  S o i l  V i i  t h o u t  
I  
i n  s o i l  ( p g / g )  
%  i n h i b i t i o n  
I  c e l l e p h a n e  b a g  
I  
i l  i n h i  b i  t i o n  
-
-
0  
I  
0  
I  
0  
6  
I  2 4 . 2  
I  
1 7  
I  
I  
1 0  
9 0 . 8  
I  
8 7 . 6  
2 0  
I  1 0 0  
I  
1 0 0  
I  
I  
I  
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6 . 3  A l g a l  b i o a s s a y  o f  m o n u r o n  i n  ~oil 
T h e  e x p e r i m e n t  w a s  s e t  u p  w i t h  U n i v e r s i t y  g a r d e n  s o i l  
( U
2
)  a n d  w a s h e d  s 8 . ! l d  c o n t a i n i n g  m o n u r o n  a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a -
t i o n s .  
A l g a  N I . I T  w a s  u s e d  f o r  t h e  b i o a s s a y .  F i g u r e  3  s h o w s  
t h e  %  i n h i b i t i o n  o n  a l g a  N M I  b y  v a . r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
m o n u r o n  a f t e r  3  d a y  i n c u b a t i o n .  
T h e  f i g u r e i l  s h o w s  t h a t ,  t o  a  s l i s h t  d e g r e e ,  t h e  s o i l  
h a d  i n a c t i v a t e d  t h e  h e r b i c i d e .  
W h i l e  5 0 %  a l g a l  i n h i b i t i o n  
b y  m o n u r o n  w a s  o b t a i n e d  a t  0 . 2 2  p p m  i n  s a n d ,  i t  r e ( J . u i r e d  0 . 3 3  
p p m  i n  s o i l  f o r  t h e  s a m e  i n h i b i t i o n .  
F u r t h e r m o r e ,  t h e  
m i n i m u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  a c t i v e  m o n u r o n  i n  s o i l  s o l u t i o n  
( c a u s i n g  2 0 %  i n  h i  b i  t i o n  o f  a l g a e )  v l h i c h  c o u l d  b e  d e t e c t e d  w a s  
0 . 1 3  p p m .  
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6 4  
6 . 4  Ag~eous e x t r a c t  m e t h o d  
T h e  e x p e r i m e n t  w a s  s e t  u p ,  a s  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s  
~nd M a t e r i a l s  ( S e c t i o n  2 . 5 . 2 ) .  T h e  c u l t u r e  v e s s e l s  w e r e  
r e m o v e d  f r o m  t h e  g r o w t h  r o o m  a f t e r  3  d a y s ,  a n d  p i g m e n t  
e x t r a c t i o n  a n d  m e a s u r e m e n t  c a r r i e d  o u t .  
G r o w t h  w a s  m e a s u r e d  a s  
t h e  a b s o r b a n c y  a t  6 6 3  n m .  T h e  r e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  a  
p e r c e n t a g e  o f  g r o w t h  o b t a i n e d  w i t h o u t  h e r b i c i d e .  T h e  h e r b i c i d e  
c o n c e n t r a t i o n  w h i c h  c a u s e d  i n h i b i t i o n  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  a n d  
d i l u t e d  s u p e r n a t a n t  V i a s  d e r i v e d  b y  i n t e r p o l a t i o n  o n  a  c o n t r o l  
g r o w t h  - d o s e  c u r v e .  T a b l e  7 ( "  s u m m a r i s e s  t h e  r e s u l t s  a n d  
c a l c u l c ,  t i o n s .  
T h e  r e s u l t s  w e r e  e v a l u a t e d  u s i n g  t h e  F r e u n d l i c h  
i s o t h e r m a l  r e l a t i o n s h i p  -
l o g  2 S  
m  
-
-
l o g  K  +  n  l o g  c  
w h e r e  x  
i s  t h e  a m o u n t  o f  h e r b i c i d e  ( i n  p g )  a b s o r b e d  b y  1  g r a m  
-
m  
o f  s o i l  a t  e q u i l i b r i u m  s o l u t i o n  c o n c e n t r a t i o n  c  ( i n  p p m ) .  
T h e  c o n s t a n t  K  r e p r e s e n t s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  a d s o r b e d  o n  s o i l  
( ) l g / g )  w h e n  i n  e q u i l i b r i u m  w i t h  a  h e r b i c i d e  s o l u t i o n  o f  u n i t  
c o n c e n t r a t i o n ,  a n d  c a n  b e  u s e d  a s  a n  i n d e x  o f  a d s o r p t i o n .  
T h e  v a l u e  n  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s l o p e  o f  t h e  p l o t  o f  
l o g !  a g a i n s t  l o g  c  e x p r e s s e s  t h e  d e g r e e  o f  l i n e a r i t y  o f  t h e  
m  
i s o t h e r m .  W h e n  n  =  1 . 0 ,  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  a d s o r p t i o n  
a n d  e q l l i l i b r i u m  c o n c e n t r a t i o n  i s  l i n e a . r .  T h e n  K  i s  i n d e p e n d e n t  
o f  c o n c e n t r a t i o n  a n d  c a n  b e  m e a s u r e d  a t  a n y  e q u i l i b r i u m  
concen ·~ration . 
,  
Diuron I 
TABLE 7a. Adsorption of DiuDon and Neburon by soil (U 2 ) 
Supernatants from herbicide treated 2g. soil samples, were 
incubated with inoculated medium (alga NMI 10 4 cells/ml) 
Cone. of herbicide 
in supernatant (ppm) 
derived by inter-
polation on a control 
growth curve. 
-
-
0.45 
0.54 
0.56 
0.30 
-
Amount of 
herbicide 
in )Jg used 
Amount of 
herbicide 
• l.n 
solution 
• l.n )Jg 
Amount of 
herbicide 
absorbed 
x/m 
• l.n 
)Jg 
I1 1 1 1 1 
- - - -
" 
12 0 - I - I 
24 6.0 18.0 1 9.0 I 
60 14.4 45.6 22.8 
120 30 90 45 
I 240 48 192 96 
- - - -
• liCit l.n 
• l.n p.p.m. 
-
0 
0.5 
1.2 
2 .5 
4.0 
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F I G .  4 .  A d s o r p t i o n  I s o t h e r m s  o f  d i l l r o n  a n d  n e b u r o n .  
•  •  N e b u r o n  
o  0  D  i u r o n  
c  
o  
. 5  
2  
L o g .  o o n e .  1 n  p p m  
•  
•  
A d s o r p t i o n  i s o t h e r m s  w e r e  p l o t t e d  i n  F i g u r e  4  
S t r a i g h t  l i n e s  b a s e d  o n  4  p o i n t s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  t h e  
h e r b i c i d e s .  
6 6  
S i n c e  t h e  g  v a l u e s  i n  b o t h  c a s e s  w e r e  c l o s e  t o  u n i t y ,  
f o r  p r a c t i c a l  p u r p o s e s ,  K  v a l u e s  f o r  d i u r o n  a n d  n e b u r o n  w e r e  
1 8  a n d  9 8  p g  p e r  g r a m  o f  s o i l .  
T h e s e  r e s u l t s  v / e r e  o b t a i n e d  u n d e r  t h e  e x p e r i m e n t a l  
c o n d i t i o n s  o f  a  f i x e d  s o i l  s o l u t i o n  r a t i o  a n d  v a r y i n g  h e r b i c i d e  
c o n c e n t r a t i o n s .  
T h e y  s h o w e d  t h a t  m e m b e r s  o f  t h e  s r , n e  g r o u p  
o f  h e r b i c i d e s  w e r e  differen~ly a d s o r b e d  b y  s o i l  p a r t i c l e s .  
N e b u r o n  w a s  m u c h  m o r e  s t r o n g l y  a d s o r b e d  t h a n  d i u r o n .  
6 . 5  £ l f f e c t s  o f  s o i l  d e p t , h  o n  t h e  p h , y t o t o x i c i  t ; L o f  d i u r o n  
I n  t h i s  e x p e r i m e n t  a l g a  N 1 I T  a n d  o a t s  w e r e  u s e d  a s  t e s t  
•  
o r g a n l . s m s .  
S o i l  s a m p l e s  f r o m  d i f f e r e n t  d e p t h s  i n  o n e  a r e a  
V l e r e  u s e d .  
T h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  s a m p l e s  r e s i d e d  m a i n l y  
i n  o r g a n i c  m a t t e r  c o n t e n t .  
T h e  t r i a l s  w i t h  o a t s  a n d  a l g a e  w e r e  s e t  u p  a s  d e s c r i b e d  
i n  J ; I a t e r i : d s  u n d  M e t h o d s  ( S e c t i o n s  2 . 5 . 1  a n d  2 . 5 . 4 )  
D u r i n g  t h e  o a t s  t r i a l ,  i t  V I ' - S  o b s e r v e d  t h r . t  t h e  v e r y  y o u n g  o a t  
s e e d l i n , ; s  g r e w  e q u a l l y  w e l l  r e g J . r d l e s s  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t h e  h e r b i c i d e .  
L i  t t l e  d i f f e r e n c e  e x i s t e d  b e t Y / e e n  t r e a t m e n t s  
u n t i l  5  - 7  d a y s  a f t e r  e m e r g e n c e ,  w h e n  c h l o r o s i s  o f  t h e  l e a f  
t i p s  a n d  l e a f  m a r g i n s  o c c u r r e d  i n  p l a n t  g r O l ' f f i  i n  h e r b i c i d e  
t r e a t e d  s o i l s .  
,  
•  
6 7  
T a b l e  8  
E f f e c t  o f  t o p  a n d  s u b s o i l s  o n  t o x i c i t y  
o f  d i u r o n  o n  o a t  s e e d l i n g s  a n d  a l g a  ~rr 
S o i l  
( d e p t h )  
p H  
O r g a n i c  C a r b o n  ' ! >  
C l a y  & :  s i l t  ' ! >  
S a n d  
' ! >  I n h i b i t i o n  o f  
o a t  s e e d l i n g s  0  
b y  d i u r o n  
0 . 8  
( p g / g  s o i l )  
1 . 3 3  
2 . 6 6  
) . ) )  
) . 9 9  
D i u r o n  ( } l g / g  o f  
s o i l )  p r o d u c i n g  
5 0 %  i n h i b i t i o n  
o f  o a t  s e e d l i n g s .  
D i u r o n  ( u g / g  o f  
s o i l )  p r o d u c i n g  
5 0 ' ! >  i n h i b i t i o n  
o f '  a l g a  N J - 1 I  
*  1  i n c h  =  2 . 5 4  c m .  
W O L V E R T O N  
I .  
( 0 - 7 " ) *  
5 . 0  
) . 5 9  
6 5 . 8  
) 9 . 5  
0  
0  
0  
) 0  
4 6  
1 0 0  
) . 4 )  
7 . 2  
W O L V E R T O N  
1 1 .  
( 8 - 1 5 " )  
5 . 0  
2 . 6 4  
6 ) . 8  
) 6 . 5  
0  
0  
1 9 . 5  
5 4  
7 4 . 5  
1 0 0  
2 . 6 2  
4 . 8  
W O L V E R T O N  
I I I .  
( 1 6 - 2 6
1 1
)  
5 . 0  
0 . 9 8  
6 ) . 2  
4 ) . )  
0  
1 2 . 5  
4 0 . 5  
8 7 . 2  
9 2  
1 0 0  
1 . 5 5  
) . ) 7  
6 8  
P l a n t s  e r o · l l D  i n  s o i l  c o n t a i n i n g  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
h e r b i c i d e  e x h i b i t e d  a  v e r y  r a p i d  s p r e a d  o f  c h l o r o s i s  u n t i l  
t h e  e n t i r e  l e a f  s u r f a c e  w a s  a f f e c t e d  a n d  t h e  p l a n t s  d i e d .  
A  s i m i l a r  c h l o r o s i s  o c c u r r e d  a t  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s ,  b u t  i t s  
s p r e a d  w a s  n o t  a s  r a p i d  8 l 1 d  m a n y  p l a n t s  r e c o v e r e d  a n d  l a t e r  
g r e w  n o r n l l _ l l y .  T h e  g r e e n  wei~hts o f  h a r v e s t e d  o a t  p l a n t s  
a . . ' 1 d  t h e  m e t h a n o l i c  e x t r a c t s  o f  p i
b
' 1 l l e n t s  o f  t h e  a l g a  w e r e  u s e d  
t o  m e o . s = e  t h e  i n h i b i t i o n  c a u s e d  b y  t h e  d i f f e r e n t  t r e a t I t e n t s .  
T h e  h e r b i c i d e  c o n c e n t r a t i o n . : ;  c G . u s i D t ,  5 0 %  i n h i b i t i o n  o f  o a t s  
a n d  a l g a  N M I  w e r e  o b t a i n e d  b y  i n t e r p o l a t i o n  o n  t h e  g r o · l l t h  
i n h i b i t i o n  c u r v e s .  
T a b l e  8  s u m n a r i s e s  t h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  
e x p e r i m e n t s .  
T h e  a m o u n t s  o f  d i u r o n  r e C J . t J j  r e d  t o  p r o d u c e  50~6 i n h i b i t i o n  
o f  e a c h  t e s t  m a t e r i a l  d e c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i I l 6  s o i l  d e p t h .  
A  c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  o f  t h e  t h r e e  
s o i l s  s h o V l e d  t h a t  t h e  t o p  s o i l  h a d  t h e  h i g h e s t  c a r b o n  c o n t e n t  
~d r e c u i r e d  m o r e  d i u r o n  t h 2 n  t h e  o t h e r  t w o  s o i l s  t o  c a u s e  
-
5 0 %  i n h i b i t i o n  o f  b o t h  a l g a e  a n d  o a t  - s e e d l i I l b s .  
6 . 6  
P a p e r  d i s c  t e c h n i g u e  
6 . 6 . 1  
E f f e c t  o f  s . o i l  o n  c l i u r o n  phytotO!..ici~ 
T h i s  e x p e r i m e n t  w a s  s e t  u p  i n  P e t r i  d i s h e s ,  8  c m  
d i a m e t e r ,  1 . 3  c m  d e e p  ( S e c t i o n  2 . 5 . 3 )  
A  s t a n d a r d  s e r i e s  
w a s  s e t  u p  u s i n e  1 0  g r " m s  o f  w a s h e d  S ' - U l d  p e r  d i s h  a n d  5  ml  
o f  t h e  h e r b i c i d e  ( d i u r o n )  s o l u t i o n  a t  t h e  f o l l o w i n g  c o n c e n t r a t i o m  
0 ,  0 . 2 ,  0 . 5 ,  1  a n d  2  p p m .  
( P l a t e  6 . 1 . 1 )  
6 9  
T h e  e x p e r i m e n t a l  s e r i e s  w a s  s e t  u p  w i t h  1 0  g r a m s  o f  s o i l  
( U 2 )  c o r . t a i n i n g  5  m l  o f  t h e  h e r b i c i d e  a t  t h e  f o l l o w i n g  
c o n c e n t r a t i o n s :  0 ,  0 . 2 5 ,  0 . 5 ,  1 ,  2 . 5 ,  5  a n d  1 0  p g  d i u r o r j g  o f  
s o i l .  ( P l a t e  6 . 1 . 2 )  
A t  t h e  d i f f e r e n t  d o s e s ,  a  p r o g r e s s i v e  i n c r e a s e  i n  
i n h i b i t i o n  w a s  o b s e r v e d .  I n  t h e  w a s h e d  s a n d  p r e p a r a t i o n  
a  v i s u a l  d i f f e r e n c e  i n  a l g a l  g r o w t h  c o u l d  b e  d e t e c t e d  b e t V / e e n  
°  a n d O . 2  p p m  o f  h e r b i c i d e .  
C o m p l e t e  i n h i b i t i o n  a n d  k i l l i n g  
o f  a l g a e  o c c u r r e d  a t  1  p p m  l e v e l  o f  h e r b i c i d e .  ( P l a t e  6 . 1 . 1 )  
I n  t h e  s o i l  p r e p a r a t i o n ,  v i s u a l  d e t e c t a b l e  i n h i b i t i o n  o f  
a l g a l  g r o w t h  i n  t h e  d i s c s  o c c u r r e d  a t  2 . 5  p g  d i u r o n / g  s o i l .  
T h e r e  w a s  a l m o s t  c o m p l e t e  i n h i b i t i o n  o f  g r o w t h  a t  1 0  p g  
P l a t e  ( 6 . 1 . 2 )  
6 . 6 . 2  
P a p e r  d i s c  t e c r . n i g u , e  i n ,  t h e  s t u d y  o f  a d s o r p t i o n  o f  
t h e  h e r b i c i d e s  b y  c l a y  a n d  o r 3 a n i c  m a t t e £  
( a )  T o  d e m o n s t r a t e  a d s o r p t i o n  o f  h e r b i c i d e s  b y  c l a y ,  
s a m p l e s  o f  c l a y - s a n d  m i x t u r e  w i t h  0 ,  1 0 ,  2 0 ,  6 0 ,  8 0  a n d  1 0 0 %  
c l a y  w e r e  u s e d .  
5  m l  o f  d i u r o n  s o l u t i o n  ( 1 . 5  p p m )  w a s  
a d d e d  t o  g i v e  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 7 5  p g  o f  d i u r o n  p e r  g r a m  
o~ c l a y - s a n d  m i x t u r e .  
P l a t e  6 . 2 . 1  s h o w e d  a  p r o g r e s s i v e  
b u t  v e r y  s l i [ , h t  i n c r e a s e  i n  a l g a l  g r o w t h  i n  t h e  t r e a t e d  d i s h e s  
I ' l i  t h  i n c r e a s i n g  q u a n t i  t i e s  o f  c l a y .  
T h e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  
th~t t h e  a d s o r p t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e s  b y  c l a y  i s  r e a l  b u t  
o f  l i t t l e  s i g n i f i c a n c e .  
7 0  
( b )  T o  o b t a i n  semi-~uantitative d a t a ,  t h e  r e s u l t s  o f  ( a )  
w e r e  c o m p a r e d  w i t h  a  s t a n d a r d  s e r i e s  o f  d i s c s  o n  s a n d  a t  
t h e  f o l l o w i n g  d i u r o n  c o n c e n t r a t i o n s :  0 ,  0 . 0 5 ,  0 . 1 ,  0 . 2 ,  
0 0 5  a n d  1  p p m .  ( P l a t e  6 . 2 . 2 )  
I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  d i s h  c o n t a i n i n g  6 0 %  c l a y  g a v e  
a n  a l g a l  g r o w t h  c o r r e s p o n d i n g  t o  0
0
2  p p m  i n  t h e  s t a n d a r d  
s e r i e s .  H e n c e ,  1  g r a m  o f  C h u l l o r a  c l a y  a d s o r b e d  a p p r o x -
i m a t e l y  1  p g  o f  d i u r o n  u n d e r  t h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s .  
( c )  T o  t e s t  t h e  d i f f e r e n t i a l  a d s o r p t i o n  o f  h e r b i c i d e s  b y  
c l a y ,  a  s e r i e s  o f  c l a y - s a n d  m i x t u r e  a t  0 ,  2 0  a n d  4 0 %  
c l a y  w a s  s e t  u p  w i t h  5  m l  o f  h e r b i c i d e  s o l u t i o n  ( 2 . 6  p p m )  
( d i u r o n  a n d  n e b u r o n )  t o  g i v e  1 0 3  p g  o f  h e r b i c i d e  p e r  g r a m  
o f  c l a y - s a n d  m i x t u r e .  
A  s e r i e s  o f  u n t r e a t e d  c l a y - s a n d  
m i x t u r e s  V i a s  i n c l u d e d  a s  a  c o n t r o l .  
N o  ~uantitative a s s e s s m e n t  o f  a d s o r p t i o n  w a s  m a d e ,  
b u t  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  s h o w e d  c l e a r l y  t h a t  t h e r e  w a s  
c o m p a . r a t i v e l y  m o r e  a l g a l  g r o w t h  o n  t h e  n e b u r o n - t r e a t e d  
c l a y - s a n d  m i x t u r e s .  ( P l a t e  6 . 3 . 1 )  O n e  m a y  r e g a r d  t h e  
r e s u l t s  a s  a n  i n d i c a t i o n  o f  s t r o n g e r  a d s o r p t i o n  o f  n e b u r o n  
b y  c l a y ,  s i n c e  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t o x i c i t y  i s  n o t  e n o u g h  t o  
e x p l a i n  t h e  d i f f e r e n c e  i n  g r o w t h .  
( d )  T o  d e m o n s t r a t e  a d s o r p t i o n  o f  h e r b i c i d e s  b y  o r g a n i c  m a t t e r  
( p e a t ) ,  t w o  s e r i e s  ( A , B )  o f  m i x t u r e  ( 5  g m s )  o f  s a n d - p e a t  
( p H  6 . 5 )  w e r e  s e t  u p  a t  0 ,  1 ,  5  a n d  1 0 %  p e a t o  
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3 ml of diuron solution ( 1. 5 and 3 ppm) was added to each 
series to give 0.9 pg and 1. 8 pg per gram of sand- peat 
mixture respectively. 
The results showed a progressive and rapid increase 
in algal growth on the treated discs with increasing amounts 
of peat . The two series of Petri dishes , A ( 5%) ctnd B ( 10%) 
were compared to a control consisting of 10% peat without 
herbicide. From these observations of algal growth it was 
calculated that 1 gram of peat adsorbed approxim~tely 18 pg 
of diuron. 
(e) To test the differential adsorption of herbicides by 
organic matter , triplicate sets of s'lnd containing 0 , 1 , 2 , 
4 and 6% of peat were set up . No herbicide was added to 
the first set , 1 ppm of diuron was added to the second set 
and 1 ppm o~ neburon for the third set. (Plate 6 . 3. 2 ) 
Another triplicate set was made using 4 ppm of these two 
herbicides , with the following peat concentrations : 0 , 1 , 
5, 10 , 20 c.nd 30%. (Plate 6 . 3.3 ) 
In both series (1 ppm and 4 ppm herbicide) more algal 
growth was observed on discs treated with neburon than with 
diuron. Adsorption by peat was assessed . In the series 
wi th 1 ppm of herbicide 1 gram of peat adsorbed approximately 
21 pg of diuron and 70 pg of neburon. In the series with 
4 ppm , 1 gram of peat adsorbed 20 pg of diuron =d 80 pg 
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o f  n e b u r o n .  
T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  a  d i f f e r e n t i a l  
a d s o r p t i o n  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s .  
s t r o n g l y  a d s o r b e d  t h a n  d i u r o n .  
N e b u r o n  w a s  m u c h  m o r e  
6 . 7  D i s c u s s i o n  
£ ] f f e c t  o f  , a d s o r b e d  h e , r b i c i d e  o n  t h e  t e s t  a l g a , ! ! .  
T h e  a l g a l  a s s a y  m e t h o d  f o r  h e r b i c i d e  i n  s o i l  i s  
b a s e d  o n  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  a l g a l  g r o w t h  i n  h e r b i c i d e  t r e a t e d  
~nd u n t r e a t e d  s o i l s .  B y  u s i n g  c e l l o p h a n e  c o n t a i n e r s  t o  
s e p a r a t e  t h e  t r e a t e d  s o i l  f r o m  t h e  i n o c u l a t e d  l i q u i d  m e d i u m ,  
i t  w a s  f O L U l d  t h a t  t h e  p o r t i o n  o f  h e r b i c i d e ,  w h i c h  w a s  a d s o r b e d  
t o  t h e  s o i l  p a r t i c l e s ,  h a d  n o  e f f e c t  o n  a l g a l  g r o w t h .  
B i o a s s a y  o f  m o n u r o n  i n  s o i l  
F r o m  a  c o m p a r i s o n  o f  t o x i c i t y  o f  m o n u r o n  t o  a l g a  N L I T  
i n  s a n d  a n d  s o i l  c u l t u r e s ,  i t  w a s  e v i d e n t  t h a t  m o r e  h e r b i c i d e  
w a s  r e q u i r e d  i n  s o i l  t o  b r i n g  a b o u t  t h e  s a m e  d e g r e e  o f  
i n h i b i t i o n  a s  i n  t h e  s a n d  c u l t u r e s .  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  
t h e r e  w e r e  f a c t o r s  i n  t h e  s o i l  c a p a b l e  o f  r e n d e r i n g  a  p o r t i o n  
o f  t h e  a p p l i e d  h e r b i c i d e  u n a v a i l a b l e  t o  t h e  a l g a e .  
T h e  a l g a l  m e t h o d  i n d i c a t e d  t h e  a m o u n t  o f  a c t i v e  m o n u r o n  i n  
t h e  s o i l .  
B y  c o m p a r i n g  t h e  t o x i c i t y  o f  m o n u r o n  i n  s o i l  U 2  
a n d  s a n d ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t ,  u n d e r  t h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  
t h e  a d d i t i o n  o f  a  s o l u t i o n  o f  0 . 3 3  p p m  o f  m o n u r o n  t o  s o i l  
o n l y  c " u s e d  a n  i n h i b i t i o n  o f  N I I ! I  e q u i v a l e n t  t o  t h a t  o f  0 . 2 5  p p m  
m o n u r o n  i n  s a n d .  
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I f  i t  i s  a s s u m e d  t h e r e  i s  n o  a d s o r p t i o n  o f  m o n u r o n  i n  s a n d ,  
t h e n  i t  c a n  b e  c a l c u l a t e d  t h a t ,  f r o m  t h e  a m o u n t  o f  h e r b i c i d e  
a p p l i e d  t o  t h e  s o i l  c a u s i n g  5 0 %  i n h i b i t i o n ,  ( 0 . 4 0  - 0 . 2 5 )  x  2 0  
u g  =  3  p g  o f  m o n u r o n  w e r e  a d s o r b e d  b y  2  g m  o f  s o i l  U
2  
•  
I n  a d d i t i o n ,  t h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  t h e  a l g a l  t e c h n i q u e  
c o u l d  d e t e c t  v e r y  s m a l l  a m o u n t s  o f  a c t i v e  h e r b i c i d e  c o n c e n t r a -
t i o n s  i n  s o i l ,  a n d  c o u l d  b e  u s e f u l  f o r  t h e  s t u d y  o f  a d s o r p t i o n  
o f  h e r b i c i d e  b y  s o i l .  
A q u e o u s  e x t r a c t  m e t h o d  
Y u e n  a n d  H i l t o n  ( 1 9 6 2 )  r e p o r t e d  t h a t  o n  a d d i t i o n  o f  
w a t e r  t o  a  h e r b i c i d e  t r e a t e d  s o i l ,  a n  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  
h e r b i c i d e  i n  s o i l  a n d  h e r b i c i d e  i n  s o i l  s o l u t i o n  w o u l d  b e  
e s t a b l i s h e d .  T h i s  e q u i l i b r i u m  w o u l d  d e p e n d  o n  t h e  c o n c e n t r a -
t i o n  o f  h e r b i c i d e  i n  s o i l ,  o n  t h e  w a t e r  - s o i l  r a t i o  a n d  o n  
s o i l  a d s o r p t i v i t y .  T h u s  e f f e c t i v e  w e e d  c o n t r o l  o n  s u c h  a  
s o i l  w o u l d  o c c u r  a s  l o n g  a s  t h e  a m o u n t  o f  h e r b i c i d e  s o l u t i o n  
r e m a i n e d  o r  w a s  m a i n t a i n e d  a t  a  l e v e l  t o x i c  t o  t h e  w e e d  
p o p u l a t i o n .  
A d s o r p t i o n  s t u d i e s  s u c h  a s  t h o s e  d e s c r i b e d  h e r e  m a y ,  
p r o v i d e  d a t a  o n  s o i l  s o l u t i o n  c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  c o u l d  b e  
e x p e c t e d  f r o m  a  g i v e n  h e r b i c i d e  d o s e .  
T h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  F r e u n d l i c h  i s o t h e r m a l  
r e l a t i o n s h i p  t o  s t u d y  t h e  a d s o r p t i o n  o f  h e r b i c i d e s  b y  s o i l s  
h a d  b e e n  u s e d  b y  m a n y  i n v e s t i g a t o r s  ( B i n g e m a n  a n d  H i l l ,  1 9 5 5 ;  
H i l l ,  1 9 6 0 ;  Y u e n  a n d  H i l t o n ,  1 9 6 2 ;  G e i s s  B u i l e r  e t  a l , 1 9 6 3 )  
The straight line isothermal equilibrium plot 
tFig.4) showed that neburon and diuron were strongly 
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adsorbed by the soil used. When in equilibrium Vii th a 
herbicide soil solution of 1 ppm, the amount of neburon 
adsorbed t98 pg) by 1 gram of soil was approximately five 
times that of diuron t 18 pg). It should be noted that 
these results were obtained under the experimental conditions 
of a fixed soil - solution ratio and varying herbicide 
concentrations. 
These results suggested that substitution on the 
N-alkyl group, more particul; '.ry, substitution of a methyl 
group by a longer group tbutyl) increases adsorption. 
A similar conclusion was reached by Crafts (1961), who 
pointed out that lengthening the N-alkyl ch~ins led to higher 
adsorption of phenylureas by soil. 
Effect of soil depth on herbic.ide to.x;i.,ci ty 
Tile soil analysis data clearly showed that there was 
less organic carbon in the subsoil and the horizon below the 
sub-soil than in the top soil. (Table 8). The ED50 
values for both oats and algae showed that the herbicide 
exhibited a greater phytotoxicity in subsoils than in the 
surface layer. This is probably due to increased adsorption 
of the herbicide resulting from the higher organic carbon 
content in the surface layer. Thus, for the saMe amount 
of herbicide, the effective toxicity in such a soil Vlould 
• 
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b e  m o r e  p r o n o u n c e d  i n  t h e  s u b s o i l  l a y e r s  t h a n  i n  s u r f a c e  l a y e r s .  
A  k n o w l e d g e  o f  i n h e r e n t  t o x i c i t y  o f  h e r b i c i d e  a n d  s o i l  
c h a r a c t e r i s t i c s  i s  t h e r e f o r e  e x t r e m e l y  i m p o r t a n t  i n  t h e  
a p p l i c a t i o n  o f  h e r b i c i d e s  i n  t h e  f i e l d .  A p p l i c a t i o n  o f  
r e l a t i v e l y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a  h e r b i c i d e  f o r  w e e d  c o n t r o l  
m a y  p r o d u c e  d i s a s t r o u s  r e s u l t s  f o r  d e e p  r o o t e d  c r o p  p l a n t s ,  
i f  t h e  h e r b i c i d e  m o l e c u l e s  a r e  t r a n s l o c a t e d  f r o m  a  h i g h  o r g a n i c  
s u r f a c e  s o i l  t o  a  m i n e r a l  s u b - s o i l  o f  l o w  o r g a n i c  c o n t e n t .  
P a p e r  d i s c  t e c , h n i g  u e  
T h e  P a p e r  d i s c  t e c h n i q u e  f o r  t h e  b i o a s s a y  o f  
s - p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  i s  v e r y  s i m p l e  a n d  r a p i d .  
I t  w a s  
h o w e v e r ,  l e s s  a c c u r a t e  a n d  l e s s  s e n s i t i v e  t h a n  t h e  l i q u i d  
a l g a l  t e c h n i q u e  a n d  p l a n t s  p o t  t r i a l .  H o w e v e r ,  t h e  r a p i d -
i t y  o f  t h e  a s s a y  a n d  t h e  a d v a n t a g e  o f  v i s u a l  a s s e s s m e n t s  o f  
g r o v n h  f a v o u r e d  t h e  t e c h n i q u e  f o r  t h e  r a p i d  s c r e e n i n g  o f  s o i l s  
c o n t a i n i n g  h i g h  o r  l o w  l e v e l s  o f  a c t i v e  h e r b i c i d e .  
A s  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h i n  3 0  h o u r s ,  t h e  d i f f i c u l t i e s  
m e n t i o n e d  b y  C u l l i m o r e  ( 1 9 6 6 )  i n  h i s  s t u d i e s  o f  a v a i l a b l e  
N ,  K  a n d  P  i n  t h e  s o i l  w e r e  n o t  e n c o u n t e r e d .  
I n  s a n d  c u l t u r e s  t h e  r a n g e  o f  d o s e s  o f  d i u r o n  f r o m  
0 . 2  t o  2  p p m  g a v e  d i f f e r e n t i a l  r e s p o n s e s  u n d e r  e x p e r i m e n t a l  
c o n d i t i o n s .  I t  w a s  a l s o  a p p a . r e n t  t h a t  d o s e s  s l i g h t l y  l e s s  
t h a n  0 . 2  p p m  c o u l d  b e  v i s u a l l y  d e t e c t e d  b y  t h e  t e c h n i q u e .  
S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  n e b u r o n  ( P i l l a y  a n d  T c h a n ,  
1 9 6 9 ) .  
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By comparing the algal growth on discs from the 
soil with those from the staniard (sand) it was possible 
to assess the sensitivity of the technique as a method 
of assay of s - phenylurea herbicide in the soil . 
A concentration of 0 . 2 ppm of active diuron in soil could 
be detected under the experimental conditions . 
The difference between the quantity of diuron in soil and 
the quantity in sand required to produce the s~e algal 
inhibition, indicates the quantity adsorbed by the soil . 
Since inhibitions produced by 5 ppm and 20 ppm 
herbicide solution in soil were identical to 0 . 2 ppm and 
0 . 5 ppm in sand it can be assumed that the active concent-
rations in soil solution were 0 . 2 and 0 . 5 ppm. From these 
data , a semi- quantitative assessment of adsorption Vias made . 
A treatment of 5 ml diuron solution ( 20 ppm ) to the soil 
Jave an algal inhibition equal to 0 . 5 ppm diuron solution 
in sand. Therefore ( 20- 0 . 5 ) x 5 = 97 . 5 pg = amount of 
diuron adsorbed by 10 grams of soil , or 1 gram of soil (U2) 
adsorbed 9. 75 pg of diuron. 
The results of the Paper disc technique , with 
sand- clay and sruld- peat mixtures , showed that organic matter 
(peat) adsorbed nea.rly 18 times more diuron than Chullora 
clay , under the same environmental conditions . 
A s  b o t h  d i u r o n  a n d  n e b u r o n  w e r e  n e a . r l y  e q u a l l y  t o x i c  t o  
t h e  a l g a  N M I  i n  a q u e o u s  n u t r i e n t  c u l t u r e s  ( T a b l e  6 )  
t h e  r e s u l t s  ( P l a t e s  6 , 3 , 1 ,  6 , 3 . 2  a n d  6 , 3 . 3 )  s h o w e d  t h a t  
m o r e  n e b u r o n  t h a n  d i u r o n  w a s  a d s o r b e d  b y  t h e  s a m e  a m o u n t  
o f  c l a y  o r  p e a t ,  
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T h e  P a p e r  d i s c  t e c h n i q u e  s h o w s  g r e a t  p r o m i s e  a s  a  
r a p i d  a n d  d i r e c t  m e t h o d  o f  a s s a y  o f  a c t i v e  h e r b i c i d e  i n  t h e  
s o i l .  T h e  t e c h n i q u e  m a y  a l s o  b e  a d a p t e d  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t s  
o f  o t h e r  s o i l  p r o p e r t i e s  o n  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  s - p h e n y l u r e a  
h e r b i c i d e s .  
6 0 8  
( 1 )  C e l l o p h a n e  c o n t a i n e r s  d o  n o t  a f f e c t  t h e  t o x i c i t y  
o f  m o n u r o n ,  a n d  t h e  a l g a  ~ i s  n o t  a f f e c t e d  b y  
h e r b i c i d e  a d s o r b e d  b y  s o i l  p a r t i c l e s ,  
( 2 )  M o r e  h e r b i c i d e  i s  r e q u i r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s o i l  
t h a n  i n  a q u e o u s  m e d i u m  t o  b r i n g  a b o u t  5 0 %  i n h i b i t i o n  
o f  a l g a  N M I ,  T h e  a l g a l  t e c h n i q u e  c a n  d e t e c t  s m a l l  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  a c t i v e  m o n u r o n  i n  s o i l .  (  0 . 2  p p m ) ,  
a n d  c a n  b e  u s e d  t o  c a l c u l a t e  a m o u n t  o f  h e r b i c i d e  
a d s o r b e d  b y  s o i l  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  
e x p e r i m e n t ,  
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( 3 )  T h e  a l g a l  - a q u e o u s  e x t r a c t )  t e c h n i q u e  s h o w s  t h a t  
n e b u r o n  i s  m o r e  s t r o n g l y  a d s o r b e d  t h a n  d i u r o n  b y  
s o i l o  U n d e r  t h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  a  1  p p m  
s o i l  s o l u t i o n  c o n c e n t r a t ' : ' o n  i s  i n  e q u i l i b r i u m  w i t h  
1 8  f
g  
o f  n e b u r o n  o r  9 8  f g  o f  d i u r o n  p e r  g r a m  o f  s o i l .  
( 4 )  T h e  a m o u n t s  o f  h e r b i c i d e  r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  5 0 %  
i n h i b i t i o n  o f  g r o w t h  o f  o a t s  = d  a l g a e  d e c r e a s e d  
w i  t h  i n c r e a s i n g  s o i l  d e p t h .  S a m e  a m o u n t s  o f  
h e r b i c i d e  a r e  m o r e  t o x i c  i n  s u b s o i l  l a y e r s  t h a n  
i n  t h e  t o p  s o i l .  
( 5 )  T h e  p a p e r  d i s c  t e c h n i q u e  i s  v e r y  s i m p l e  t o  s e t  u p  
a n d  r e q u i r e s  v e r y  l i t t l e  e q u i p m e n t .  E r r o r s  
i n v o l v e d  i n  l o n g  b i o a s s a y s  d u e  t o  m i c r o b i a l  o r  
c h e m i c a l  d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e  a r e  r e d u c e d  
t o  a  m i n i m u m  · : l i  t h  t h i s  t e c h n i q u e ,  a s  r e s u l t s  a r e  
o b t a i n e d  i n  2 4  h 0 1 . l r s .  
( 6 )  T h i s  t e c h n i q u e  m a y  b e  u s e d  q u a n t i t a t i v e l y  t o  a s s a y  
h e r b i c i d e  r e s i d u e s  i n  s o i l .  
A l t h o u g h  t h e  p a p e r  d i s c  m e t h o d  h a s  a  l i m i t e d  
s e n s i t i v i t y  ( 0 . 2  p p m  o f  d i u r o n  o r  n e b u r o n ) ,  
i t s  a d v a n t a g e s  a r e  o b v i o u s  b e c a u s e  o f  i t s  r a p i d i t y ,  
s i m p l i c i t y  o f  o p e r a t i o n ,  a n d  p o t e n t i a l i t i e s  a s  a  
q u a n t i t a t i v e  a n a l y t i c a l  a s s a y  m e t h o d .  
F r o m  a  p r a c t i c a l  p o i n t  o f  v i e w ,  i t  c a n  b e  v e r y  u s e f u l  
i n  t h e  r a p i d  s c r e e n i n g  o f  s o i l s ,  i n t o  t h o s e  c o n t a i n i n g  
h i g h  (  0 . 2  p p m )  o r  1 0 V l  (  0 . 2  p p m )  l e v e l s  o f  r e s i d u a l  
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s o l u b l e  a c t i v e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  
( 7 )  T h e  p a p e r  d i s c  t e c h n i q u e  p r o v i d e s  a  r a p i d  m e t h o d  
f o r  a s s e s s i n g  t h e  a d s o r p t i v e  c a p a c i t i e s  o f  d i f f e r e n t  
s o i l s .  I t  c a n  b e  u s e f u l  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t s  o f  
d i f f e r e n t  s o i l  p r o p e r t i e s  ( e . g .  c l a y  a n d  o r g a n i c  
m a t t e r )  o n  t h e  e f f e c t i v e  t o x i c i t y  o f  t h e  p h e n y l u r e a  
h e r b i c i d e s .  
A l t h o u g h  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  a x e  
a d s o r b e d  b y  c l a y ,  t h e  a m o u n t s  a d s o r b e d  a r e  a l m o s t  
n e g l i g i b l e .  
( 8 )  N e b u r o n  i s  m o r e  s t r o n g l y  a d s o r b e d  t h a n  d i u r o n  b y  
b o t h  o r g a n i c  m a t t e r  a n d  c l a y .  1  g m  o f  o r g a n i c  
m a t t e r  a d s o r b s  a p p r o x i m a t e l y  1 9  p g  o f  d i u r o n  a n d  
0 . 7 5  ~g o f  n e b u r o n  r e s p e c t i v e l y .  
( 9 )  S u b s t i t u t i o n  o n  t h e  a l k y l  g r o u p  i n c r e a s e s  a d s o r p t i o n  
o f  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  
P l a t e  6 . 1 . 1  
P l a t e  6 . 1 . 2  
P l a t e  6 . 1  
S t a n d a r d  s e r i e s  w i t h  1 0  g r a m s  o f  s a n d  
a n d  5  m l  d i u r o n  s o l u t i o n .  
I n s e t  -
N o t e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  a l g a l  g r o w t h  o n  
c o n t r o l  d i s c  a n d  t h a t  o n  d i s c  a t  0 . 2  p p m  
d i u r o n .  
S e r i e s  w i t h  1 0  g r a m s  o f  s o i l  ( U
2
)  a n d  
d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i u r o n  
( p . g / g  o f  s o i l ) .  
/ J I 
, 
• 
, 
o • 
'\10 .. ,,, er 
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P l a t e  6 . 2 . 1  
P l a t e  6 . 2 . 2  
P l a t e  6 . 2  
D i s c s  s h o w  e f f e c t s  o f  d i f f e r e n t  a m o u n t s  
o f  c l a y  o n  t o x i c i t y  o f  d i u r o n  t o  C h l o r e l l a ,  
N M I .  N o t e  t h a t  a m o u n t  o f  d i u r o n  u s e d  
a l m o s t  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  a l g a l  g r o w t h .  
( a . r r o ' N ) .  D i s c  ( d o u b l e  a . r r o w s )  f r o m  d i s h  
c o n t a i n i n g  1 0 0 %  c l a y  w i t h o u t  h e r b i c i d e  i s  
i n c l u d e d  t o  s h o w  t h a t  c l a y  d o e s  n o t  
i n h i  b i  t  a l g a l  g r o w t h .  
C o m p a r i s o n  o f  a l g a l  g r o w t h  o n  d i s c s  f r o m  
s t a n d a r d  s e r i e s  a n d  t h a t  o n  d i s c s  f r o m  
s a n d - c l a y  s e r i e s .  
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P l a t e  6 . 3 . 1  
P l a t e s  6 . 3 . 2  a n d  
6 . 3 . 3  
P l a t e  6 . 3  
D i f f e r e n c e  i n  a l g a l  g r o w t h  i n  d i u r o n  
a n d  n e b u r o n  s e r i e s  ( a r r o w s )  i n d i c a t e s  
t h e  d i f f e r e n c e  i n  r u n o u n t s  o f  a c t i v e  
h e r b i c i d e  r e m a i n i n g  i n  s o l u t i o n  a f t e r  
a d s o r p t i o n  b y  c l a y .  
G r e a t e r  a d s o r p t i o n  o f  n e b u r o n  t h a n  
d i u r o n  b y  p e a t  i s  i n d i c a t e d  b y  t h e  
a m o u n t  o f  a l g a l  g r o w t h  o n  d i s c s  ( a r r O " N s ) .  
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C H A P T E R  7  
A D S O R P T I O N  O F  P H E N Y L U R E A  H  ~;RBICIDES 
I N  A U S T R A L I A N  S O I L S  
7 . 1  I N T R O D U C T I O N  
8 0  
I t  i s  k n o w n  t h a t  a d s o r p t i o n  b y  s o i l  i s  o n e  o f  t h e  
m a i n  f a c t o r s  w h i c h  i n f l u e n c e  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  p h e n y l u r e a  
i n  t h e  s o i l .  
T h e  e x t e n t  t o  w h i c b  t h e s e  h e r b i c i d e s  a r e  
a d s o r b e d  i n  s o i l .  d e t e r m i n e s  t h e  h e r b i c i d e  c o n c e n t r a t i o n  i n  
8 0 i l .  s o l u t i o n .  
T h i s  a f f e c t s  t h e  i n i t i a l .  p h y t o t o x i c i t y  
i n  t h e  s o i l . .  
E x a m i n a t i o n  o f  v a r i o u s  s o i l . s  t o  d e t e r m i n e  t h e  s o i l  
c o n s t i t u e n t s  w h i c h  a f f e c t  t h e  a c t i v i t i e s  o f  d i f f e r e n t  
b e r b i c i d e s  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  i n  m a n y  c o u n t r i e s .  
T h i s  
e x a m i n a t i o n  c o n s i s t e d  o f  s t u d i e s  o f  t h e  r e l a t i o n s b i p  b e t w e e n  
t h e  i n d i v i d u a l .  o r  c o m b i n e d  s o i l  f a c t o r s  a n d  t h e  q u a n t i t y  o f  
h e r b i c i d e s  r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  a  c e r t a i n  d e g r e e  o f  b i o l . o g i c a l .  
a c t i v i t y  ( e . g .  5 0 %  i n h i b i t i o n  o f  g r o w t h  o f  t e s t  o r g a n i s m )  
( S h e e t s  a n d  c r a f t s ,  1 9 5 7 ,  U p c h u r c h ,  1 9 5 8 ;  S h e e t s ,  1 9 5 8 ;  
Y u e n  a n d  H i l . t o n ,  1 9 6 2 ;  H a n c e ,  1 9 6 5 ) .  
F r o m  t h e s e  s t U d i e s  
i t  h a s  b e e n  n o t i c e d  t h a t  a  h i g h  s t a t i s t i c a l .  c o r r e l . a t i o n  e x i s t e d  
b e t w e e n  t h e  s o i l  o r g a n i c  m a t t e r  a n d  h e r b i c i d e  a c t i v i t y ,  a n d  
t h e  f o r m e r  h a s  b e e n  r e g a r d e d  a e  t h e  m a i n  f a c t o r  r e s p o n s i b l e  
f o r  t h e  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  p h e n y l . u r e a  h e r b i c i d e s  i n  s o i l .  
F r o m  t h e  d a t a  o b t a i n e d  i n  t h e e .  p a r t i c u l . a r  s o i l e  c e r t a i n  
t h e o r i e s  a b o u t  t h e  b e h a v i o l J r  o r  t h e s e  h e r b i c i d e s  w e r e  
a d v a n c e d  a n d  a r e  a o o e p t a b 1 e  r o r  t h e  s o i 1 s  a n d  h e r b i c i d e s  
8 1  
. t U < l i e d .  
H o w e v e r ,  d i f f e r e n t  t y p e s  o r  s o i 1  o r g a n i c  m a t t e r  
b a T e  b e e n  r o u n d  t o  h a v e  d i r r e r e n t  a d s o r p t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s  
( B a n e e ,  1 9 6 5 ) .  
A 1 s o  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  u n 1 i k e  t h e  
p h e n y 1 u r e a  h e r b i c i d e s  s o i 1  o r g a n i c  m a t t e r  w a s  n o t  n e c e s s a r i 1 y  
t h e  d o m i n a n t  r a c t o r  i n  i n a c t i v a t i o n  o r  s .  t r i a z i n e  h e r b i c i d e s  
i n  A u s t r a 1 i a n  s o i 1 s ,  ( A t k i n s  a n d  T c h a n ,  1 9 6 7 ) .  I n  A u s t r a 1 i a .  
p h e n y l l l r e a  h e r b i c i d e s  a r e  b e i n g  i n c r e a s i n g 1 y  u s e d  r o r  s e l e c t i v e  
c o n t r 0 1  o r  w e e d s  i n  c r o p s ,  r o r  g e n e r a 1  v e g e t a t i o n  c o n t r o l ,  
a q u a t i c  w e e d  c o n t r 0 1  a n d  r o r  b r u s h  c o n t r 0 1 .  B u t ,  s o  r a r  
t h e r e  i s  v e r y  1 i t t 1 e  i n r o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  b e h a v i o u r  
o~ t h e s e  h e r b i c i d e s  i n  A u s t r a l i a n  s o i l s .  C o n c l u s i o n s ,  
d e r i v e d  r r o m  i n v e s t i g a t i o n s  i n  o t h e r  c o u n t r i e s  a b o u t  t h e  
b e h a v i o u r  o r  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  i n  s o i 1  m i g h t  n o t  b e  V a l i d  
u n d e r  A u s t r a l i a n  s o i l  a n d  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s .  
T h e r o r o r e ,  b i o a s s a y s  u s i n g  t h e  a l g a l  t e c h n i q u e  a n d  
h i g h e r  p 1 a n t s  ( o a t s )  w e r e  c a r r i e d  o u t  ( 1 )  t o  s t u d y  t h e  e r r e c t  
o r  d i r r e r e n t  A u s t r a l i a n  s o i l s  o n  t h e  i n i t i a l  t o x i c i t y  o r  
d i u r o n  t o  t h e  t e s t  o r g a n i s m a ;  ( 2 )  t o  r e 1 a t e  v a r i o u s  s o i l  
p r o p e r t i e s  t o  t h e  p h y t o t o x i c i t y  o r  d i l 1 r o n ;  a n d  ( 3 )  t o  
i n v e s t i g a t e  t h e  s u i t a b i 1 i t y  o r  t h e  r a p i d  a 1 g a 1  a s s a y  i n  
c o m p a r i s o n  t o  t h e  1 e n g t h y  p 1 a n t  a s s a y  i n  h e r b i c i d e  a d s o r p t i o n  
. t u d i e s .  
8 2  
7 . 2  o a t s  B i o a s s a y  
F o u r t e e n  s o i l s  c o l l e c t e d  £ r o m  v a r i o u s  l o c a l i t i o s  i n  
N e w  S o u t h  W a l e s  a n d  S o u t h  A u s t r a 1 i a  w e r e  u s e d .  T h e  s o i l s  
w e r e  c h O s e n  t o  r e p r e s e n t  a  w i d e  r a n g e  o £  c l a y  a n d  or~nic 
m a t t e r  c o n t e n t s .  
S o u l e  o f  t h e  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o £  t h e  
£ o n r t e e n  s o i l s  a r e  r e c o r d e d  i n  T a b l e  1 .  A l g e r i a n  o a t s  w e r e  
u s e d  a s  i n d i c a t o r  p l a n t s  a n d  s t o c k  s o l u t i o n  o £  d i n r o n  w a s  
p r e p a r e d  £ r o r u  a n  8 0 %  w e t t a b l e  p o w d e r  f o r m u l a t i o n .  
S i x  c o n c e n t 1 ' a  t i o n s  o £  t h e  h e r b i c i d e  w e r e  s e t  u p  i n  
d u p l i c a t e  s e r i e s  t o  a s s a y  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o £  d i u r o n  
(~g/g. d r y  s o i l )  r e q u i r e d  t o  r e d u c e  t h e  £ r e s h  w e i g h t  o £  
o a t  p l a n t s  b y  5 0 %  ( E D
5 0
) .  
T h e  t r i a l  w a s  s e t  u p  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 5 . 4  
T o  o o m p a r e  t h e  e £ £ e c t  o £  d i £ f e r e n t  s o i l s  o n  a b i l i t y  o f  d i l l r o n  
t o  i n h i b i t  s h a o t  g r o w t h  o f  o a t e .  ~D50 v a l u e s  w e r e  c a l c u l a t e d  
f o r  e a c h  o f  t h e  d u p l i c a t e  s e r i e s .  
A  o n e - w a y  a n a l y s i s  o £  v a r i a n c e  o f  t h e  d a t a  w a s  c a r r i e d  
o u t  t o  t e s t  f o r  d i f f e r e n o e e  i n  E D 5 0  v a l u e s .  S i g n i f i c a n c e  
w a s  d e t e r m i n e d  a t  1 %  a n d  5 %  l e v e l s .  C o r r e l a t i o n  a n d  
r e g r e s s i o n  a n a l y s e s  w e r e  d o n s  I l s i n g  t h e  d a t a  f o r  t h e  E D 5 0  
v a l u e s  a n d  t h e  d i f f e r e n t  s o i l  p r o p e r t i e s .  
I n d e p e n d e n t  
v a r i a b l e s  w h i c h  w e r e  n o t  si~ficant a t  t h e  1 %  l e v e l  w e r e  
n o t  u s e d  i n  t h e  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s .  
T h e  si~:ficance 0 1 '  t h e  E D 5 0  v a l u e s  o f  d i u r o n  i n  t h e  
d i f f e r e n t  s o i l s  w a s  s h o w n  i n  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  ( T a b l e  9 ) .  
8 3  
T a b l . e  9  
t .  O n e  w a y  A , n a l . Y : ! l i s  o f '  v a r : i a n c e  ( E D
5 0  
f ' o r  o a  t : ! l  : i n  1 4  s o : i l . s )  
S o u r c e  o f '  v a r i a t i o n  
( S . O . v . )  
B e t w e e n  s o i l . s  
E r r o r  
T o t a l .  
D e g r e e s  o f '  
f ' r e e d o m  
D . F .  
1 3  
1 4  
2 7  
s t a n d a r d  D e v i a t : i o n  ( S . D . )  
C o e f ' f ' i c : i e n t  o f ' v a r i a t : i o n  ( C . V . )  
S t a n d a r d  e r r o r  o f '  t h e  m e a n  ( S . E . )  
L . S . D .  
L . S . D .  
( 0 . 0 5 )  
( 0 . 0 1  
S u m  o f '  M e a n  
S q n a r e s  S q u a r e s  
5 . 5 .  
8 6 . 2 7 4  
2 . 4 7 0  
8 8 . 7 4 4  
0 . 4 2 0  
1 4 . 7 8 7  
0 . 2 9 7  
0 . 9 0 1  
1 . 2 5 0  
M . S .  
6 . 6 3 6  
0 . 1 7 6  
F .  
3 7 . 6 1 1  
8 4  
T h e  i n f 1 u e n c e  o~ di~~erent s o i 1 s  o n  t h e  i n i t i a 1  p h y t o t o x i c i t y  
o f  d i u r o n ,  e x p r e s s e d  a s  E D 5 0  v a 1 u e ,  w a s  i n d i c a t e d  i n  T a b 1 e  1 0 .  
A  h i g h  p o s i t i v e  c o r r e 1 a t i o n  ( r  =  0 . 2 7 0 )  sig"i~icant 
a t  1 %  1 e v e 1  w a s  o b t a i n e d  b e t w e e n  d i u r o n  E D 5 0  v a 1 u e  a n d  
o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  o~ t h e s e  s o i 1 s .  O t h e r  s o i 1  p r o p e r t i e s  
8 u c h  a s  p H  ( r  =  - 0 . 1 5 1 ) ,  s a n d  ( r  =  - 0 . 4 2 4 ) ,  s i 1 t  ( r  =  0 . 5 4 6 ) ,  
a n d  c 1 a y  ( r  =  0 . , } 4 0 )  w e r e  n o t  sigld~icant1Y c o r r e 1 a t e d  w i t h  
t h e  E D 5 0  v a 1 u e  o f  d i u r o n .  
A  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n  o~ t h e  
f o r m  y  =  a  +  b x  w a s  ~itted t o  t h e  d a t a  o~ E D 5 0  v a 1 u e s  a n d  
o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  o~ t h e  1 4  s o i 1 s .  
T h e  c a 1 0 u 1 a t e d  
r e g r e s s i o n  e q u a t i o n  w a s  y  =  - 0 . 1 4 5  +  1 . , } 8 4 7 x  ( A P p e n d i x  C ) .  
F i g u r e  5  r e p r e s e n t s  t h e  e x p e r i m e n t a 1  d a t a  p o i n t s  
( o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  o~ t h e  1 4  s o i 1 s  a g a i n s t  t h e  d i u r o n  
E D 5 0  v a 1 u e s )  a n d  t h e  r e g r e s s i o n  1 i n e .  
T h e  p o i n t s  w e r e  
C 1 0 S 8  t o  t h e  r e g r e s s i o n  1 i n e .  H e n c e  t h i s  1 i n e  c o u 1 d  b e  
u s e d  t o  i n d i c a t e  t h e  v a r i a t i o n  i n  d i u r o n  E D 5 0  v a 1 u e  w i t h  
i n c r e a s e  i n  t h e  s o i 1  o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  •  
•  
T a b l e  1 0  
E f f e c t  o f  d i f f e r e n t  s o i l s  o n  t h e  phytotoxici~ o f  
d i u r o n  ( o a t s  t r i a l ) .  
W o l v e r t o n  A  
I f  
B  
C o b b i t y  A  
M o u n t  T o m a h  
C o b b i t y  B  
P r o s p e c t  
R o b e  
S e d d o n  
B l e w i t t  S p r i n g s  
C o b b i t y  D  
I f  
E  
W o l v e r t o n  E  
T u r r e t f i e l d  
A s h b o u r n e  
L . S . D .  ( 0 . 0 5 )  
L . S . D .  ( 0 . 0 1 )  
E D 5 0  v a l u e s  
( p g  d i u r o n / g .  s o i l )  
2 . 6 8  
2 . 5 3  
2 . 0 8  
7 . 0 2  
4 . 9 0  
1 1 . 1 7  
3 . 0 0  
1 . 2 8  
0 . 7 9  
0 . 4 8  
1 . 3 9  
3 . 5 8  
1 . 5 0  
4 . 3 6  
0 . 9 0  
1 . 2 5  
8 5  
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7 . 3  A l g a l  A s s a y s  
T h e  i n i t i a l  t o x i c i t i e s  o f  d i u r o n  i n  t w e n t y  s o i l s  
w e r e  i n v e s t i g a t e d .  
S o m e  o f  t h e  p h y s i c a l  p r o p e r t i e s  o f  
t h e s e  s o i l s  a r e  r e c o r d e d  i n  T a b l e  1 .  
T r i p l i c a t e  s e r i e s  
o f  5  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i u r o n  w e r e  u s e d  t o  d e ' t e r m i n e  t h e  
a m o u n t  o f '  h e r b i c i d e  r e q u i r e d  t o  i n h i b i t  a l g a l  gro~~'th b y  
5 0 %  ( E D
5 0  
v a l u e s ) .  
T h e  a l g a l  a s s a y s  w e r e  a l s o  u s e d  t o  
8 6  
i n v e s t i g a t e  a d s o r p t i o n  o f  d i u r o n  b y  t h e  v a r i o u s  s o i l s .  
C o n c e n t r a t i o n  o f  d i u r o n  c h o s e n  t o  g i v e  0 ,  0 . 0 5 ,  0 . 1 ,  0 . 2 ,  
0 . 5 ,  0 . 8  a n d  1 . 0  p p m  i n  a l g a l  n u t r i e n t  m e d i t . m  w e r e  a d d e d  
t o  a c i d  w a s h e d  s a n d  a n d  i n c l u d e d  i n  t h e  a l g a l  a s s a y s .  A t  
d i u r o n  c o n c e n t r a t i o n  c a u s i n g  5 0 %  i n h i b i t i o n  o f  a l g a l  g r o w t h ,  
t h e  a m o u n t s  o f  h e r b i c i d e  a d s o r b e d  b y  t h e  d i f f e r e n t  s o i l s  
w e r e  t h e n  c a l c u l a t e d  a s  i n  S e c t i o n  2 . 5 .  
C o r r e l a t i o n ,  r e g r e s s i o n  a n d  v a r i a n c e  a n a l y s e s  w e r e  
u s i n g  t h e  d a t a  f o r  t h e  E D
5 0
,  a d s o r p t i o n  a n d  d i f f e r e n t  
s o i l  p r o p e r t i e s .  
T h e  i n f l u e n c e  o f  s o i l  t y p e  o n  t h e  i n i t i a l  p h y t o t o x i c i t y  
o f  d i u r o n ,  e x p r e s s e d  a s  E D 5 0  v a l u e s ,  a n d  o n  d i u r o n  a d s o r p t i o n  
b y  s o i l  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  a d d e d  h e r b i c i d e ,  8r~ 
e u m m a r i e e d  i n  T a b l e  1 1 .  
A  s u m m a r } '  o f  o n e - w a y  a n a l y s e s  
o f  v a r i a n c e  o f  t h e  d a t a  i s  g i v e n  i n  A p p e n d i x 8  T a b l e  1 2  
" h o w s  t h e  s j m p l e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  a m o n g  s o m e  s o i l  
p r o p e r t i e s ,  a d e o r p t i o n  v a l u e s ,  a n d  E D 5 0  v a l u e s  o b t a i n e d  b y  
t h e  a l g a l  a s s a y s .  
E D 5 0  v a l u e s  w e r e  m o s t  c l o e e l y  c o r r e l a t e d  
8 7  
w i t h  a d s o r p t i o n  v a l u e s  ( r  =  0 . 9 8 0 ) ,  a n d  p e r c e n t a g e  o f  
o r g a n i c  c a r b o n  ( r  =  0 . 8 3 6 ) .  O t ; h e r  s o i l  p r o p e r t i e s  
( p H  a n d  s a n d )  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  c o r r e l a t e d  w i t h  E D 5 0  
v a l u e s  o r  a d s o r p t i o n  v a l u e s .  C l a y  a n d  s i l t  v a l u e s ,  h o w e v e r ,  
s h o w e d  a  l o w  b u t  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  w i t h  E D 5 0  a n d  
a d s o r p t i o n  v a l u e s .  P a r t i a l  c o r r e l a t i o n s  w e r e  c a l c u l a t e d  
f o r  t h e  t h r e e  s o i l  p r o p e r t i e s ,  o r g a n i c  c a r b o n ,  c l a y  a n d  
s i l t ,  w i t h  E D 5 0  v a l u e s  a n d  a d s o r p t i o n  v a l u e s .  
W h e n  t h e  
e f f e c t  o f  a n y  t w o  o f  t h e s e  p r o p e r t i e s  w a s  h e l d  c o n s t a n t ,  t h e  
p a r t i a l  c o r r e l a t i o n  o f  t h e  t h i r d  p r o p e r t y ,  ( 1 )  w i t h  E D 5 0  
w a s  f o r  c l a y  0 . 3 2 ;  s i l t ,  0 . 0 1 0 ;  o r g a n i c  c a r b o n ,  0 . 7 7 ;  
a n d  ( 2 )  w i t h  a d s o r p t i o n  p e r c e n t  w a s  f o r  c l a y ,  0 . 2 7 ;  s i l t  
0 . 0 6 2 ;  o r g a n i c  c a r b o n ,  0 . 6 6 .  T h e s e  t h r e e  s o i l  p r o p e r t i e s  
w e r e  a l s o  s u b j e c t e d  t o  a  m u l t i p l e  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s .  
M u l t i p l e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( R 2 )  w e r e  d e t e r m i n e d  w h m  
e a c h  o f  t h e  t w o  p r o p e r t i e s ,  c l a y  a n d  s i l t ,  o r  b o t h  p r o p e r t i e s  
w e r e  a d d e d  t o  o r g a n i c  c a r b o n  o r  p e r c e n t a g e  a d s o r p t i o n .  T h e  
2  
R  v a l u e s  w e r e  u s e d  t o  e s t a b l i s h  w h e t h e r  o r  n o t  t h e  a d d i t i o n  
o f  o t h e r  f a c t o r s  c a n  a c c o u n t  f o r  m o r e  v a r i a b i l i t y  t h a n  h a s  
a l r e a d y  b e e n  a s s e s s e d  b y  u s i n g  s o i l  o r g a . r i c  c a r b o n  o r  p e r c e n t a g e  
o f  a d s o r p t i o n  a l o n e  ( r
2
) .  T a b l e  1  J  s u m m a r i s e s  t h e  r e s u l t s  
f o r  s i m p l e  c o r r e l a t i o n  a n d  w L t l t i p l e  
c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s .  
(  
2  2  
T h e  v a l u e s  o b t a i n e d  r  x  1 0 0  o r  R  x  
1 0 0 )  i n d i c a t e d  t h e  
v a r i a t i o n  i n  E D 5 0  o r  a d s o r p t i o n  p e r c e n t  ( d e p e n d e n t  v a r i a b l e )  
a c c o u n t e d  f o r  b y  t h e  v a r i a t i o n  i n  t h e  i n d e p e n d e n t  v a r i a b l e s .  
Tab1e 11 
Effect of different soils on the phytotoxicity and 
adsorption of diuron (A1gae tria1). 
Soi13 Adsorption 
88 
ED50 (~g diuron/g soi1) (% of amount added) 
W01verton A 5.4J 41.07 
" B 4.J5 26.44 
Cobbity A 4.Jo 25.58 
Mount Tomah 7.29 56.10 
Cobbity B 6.77 52.7J 
Prospect 6.18 48.22 
Robe 5.47 41 .119 
Seddon J.40 5.88 
B1ewitt Springs J.OJ 7.59 
Cobbity D J.45 7.25 
" 
E J.SO 15.79 
Wo1verton D 6.90 5J.62 
. 
J8.46 " E 5.20 
" F 4.88 J4.4J 
waite 4.80 JJ.JJ 
Turretfie1d 4.41 27.44 
Aehbourne 6.15 47.97 
Monarto 5.23 3 8 • 81 
Paraf'ie1d 4.10 21.95 
Hount Burr J.09 9.,}8 
S.E. of Mean 0.16 2.16 
L.S.D. (0.05) 0.46 6.17 
L. S.D. (0.01) 0.62 8.26 
. 
... 
- ._. 
. - . 
.- --
Table 12 
Simple correlation coefficients (r) between diuron 
ED , percent adsorption, and five soil properties 
50 
Factors 
correlated 
ED50 (algae) 
soil 
adsorption 
organic carbon 
Clay % 
Sil t 10 
Sand ~ 
Soil 
Adsorption 
'" 
0.980** 
Organic 
Carbon 
% 
0.R70 ...... 
0.762 ...... 
** - 1% level of significance 
* - 5% level of significance 
Clay Silt sand pH 
% % % % 
0.J49 0.546 ... -0. 1124 -0.151 
0.452'" 0.579'" -0.507'" -0.159 
0.J14 0.601'" -0.4JJ -0.290 
0.591 ...... -0.885"'* -0.410 
-0.8J2** -0.53J* 
0.469* 
CD 
\.0 
T a b l e  1 3  
(
2 2  
P e r c e n t  r  x  1 0 0  o r  R  x  1 0 0 )  o f  t h e  v a r i a t i o n  i n  
E D 5 0  o r  s o i l  a d s o r p t i o n  v a l u e s  o f  d i u r o n ,  p r e d i c t e d  f r o m  
5 0 i l  p r o p e r t i e s .  
D e p e n d e n t  
V a r i a b l e  
E D 5 0  
A d s o r p t i o n  ' f ,  
I n d e p e n d e n t  v a r i a b l e s  
u s e d  f o r  p r e d i c t i o n  
A d s o r p t i o n  %  
O r g a n i c  c a r b o n  
O r g a n i c  c a r b o n  +  c l a y  
O r g a n i c  c a r b o n  +  s i l t  
O r g a n i c  c a r b o n  +  c l a y  
+  s i l t  
o r g a n i c  c a r b o n  
O r g a n i c  c a r b o n  +  c l a y  
O r g a n i c  c a r b o n  +  s i l t  
o r g a n i c  c a r b o n  +  c l a y  
+  s i l t  
2  
r  x  1 0 0  
o r  
R
2
x  1 0 0  
9 6  
7 0  
7 4  
7 1 . 2  
7 4  
5 8  
6 3 . 1  
6 0 . 3  
6 3 . 2  
9 0  
R e g r e s s i o n  
"  
e q u a t i o n s  o : f  t h e  : f o r m  y  =  
w h e r e  
A  
Y  =  e x p e c t e d  E D 5 0  v a l u e s  
9 1  
a  +  b x  
a n d  x  =  8 0 i 1  o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  o r  a d s o r p t i o n  %  
w e r e  : f i t t e d  t o  t h e  d a t a  : f r o m  t h e  2 0  s o i l s  ( T a b l e  1 1 .  
T h e  c a l c u l a t e d  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n s  ( A p p e n d i x  )  w e r e  
~ =  3 . 0 4 7 7  +  O . 9 1 4 5 x  f o r  E D 5 0  a n d  s o i l  o r g a n i c  c a r b o n  
a n d  y  =  9 . 8 8 9 7  +  1 0 . 6 9 0 J x  f o r  E D 5 0  a n d  a d s o r p t i o n  % .  
F i g u r e s  6  a n d  7  r e p r e s e n t  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  p o i n t s  
a n d  t h e  r e g r e s s i o n  c u r v e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  a b o v e  e q u a t i o n s .  
F r o m  g r a p h  6 ,  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  d a t a  s u g g e s t e d  t h a t  
p r e d i c t i o n  o f  E D 5 0  v a l u e s  f r o m  o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  b e l o w  
0 . 8 "  t h a n  i n  s o i l s  w i t h  h i g h e r  l e v e l s  o f  o r g - a n i c  c a r b o n .  
F i g u r e  7 .  h o w e v e r ,  s h o w e d  a  c l o s e r  d i s t r i b u t i n n  o f  t h e  
e x p e r i m e n t a l  d a t a  a r o u n d  t h e  r e g r e s s i o n  l i n e .  
,
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F I G . 7 .  C o r r e l a t i o n  o f  d i u r o n  E D 5 0  f o r  a l g a e  
a n d  p e r c e n t  a d s o r p t i o n  b y  s o i l  w i t h  
r e g r e s s i o n  l i n e .  
y  =  9 . 8 8 9 7  +  1 0 . 6 9 0 3  
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7 . 4  O a t s  a s s a y  a g a i n s t  a l g a l  a s s a y  
T h e  d i u r o n  E D 5 0  v a l u e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  t r i a l s  
w i t h  o a t s  a n d  a l g a e  i n  f o u r t e e n  s o i l s  ( T a b l e  1 4 )  w e r e  
a n a l y s e d  t o  a s s e s s  t h e  v a l i d i t y  o f  u s i n g  a l g a e  a s  t e s t  
o r g a n : i . s m s  f o r  t h e  b i o a s s a y  o f  d i u r o n  i n  s o i l s .  T h e r e  
w a s  a  h i g h  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  ( r  =  0 . 9 3 1 )  b e t w e e n  
o a t s  p o t  t r i a l  a n d  a l g a l  a s s a y  f o r  t h e  1 4  s o i l s  U l m e r  
t h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s .  A  r e g r e s s i o n  e q l l a t i o n  
o f  t h e  f o r m  y  =  a b
x  
o r  l o g  y  =  l o g  a  +  x  l o g  b .  w a s  
f i t t e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  l e a s t  s q u a r e s  t o  t h e  d a t a  f r o m  
t h e  1 4  o o i l s .  
T h e  o i g n i f i c a n c e  o f  t h e  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n  i s  
s h o w n  i n  t h e  R e g r e s s i o n  A n a l y s i s  ( T a b l e  1 5 ) .  T h e  
c a l c u l a t e d  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n  w a s  y  =  0 . 5 0 6 2  +  0 . 0 6 0 9  x .  
w h e r e  y  
t h e  e x p e c t e d  d i u r o n  E D 5 0  v a l u e  f o r  
a l g a e  a n d  x  =  t h e  d i u r o n  E D 5 0  v a l u e  a s  d e t e r m i n e d  
-
-
b y  t h e  o a t s  p o t  t r i a l .  
F i g u r e  8  r e p r e s e n t s  t h e  e x p e r i m e n t a l  d a t a  p o i n t s  
a n d  t h e  r e g r e s s i o n  l i n e  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  a b o v e  
e q u a t i o n .  
T a b l e  1 4  
C o m p a r i s o n  bet~een E D 5 0  v a l u e s  o b t a i n e d  b y  o a t  
s e e d l i n g s  a n d  a l g a e  t r i a l s .  
S o i l s  O a t s  A l g a e  
( E D
5 0
)  
( E D
5 0
)  
W o l v e r t o n  A  
2 . 6 8  5.J~3 
1 1  
B  2 . 5 3  
4 . ) 5  
o b b i t y  
A  
2 . 0 8  
4 . ) 0  
M o u n t  T o m a h  7 . 0 2  
7 . 2 9  
C o b b i t y  
B  
4 . 9 0  
6 . 7 7  
P r o s - p e c t  
4 . 1 7  6 . 1 8  
R o b e  
3 . 0 0  
5 . 4 7  
S e d d o n  
1 . 2 8  ) . 4 0  
B l e w i t t  S p r i n g s  
0 . 7 9  
3 . 0 3  
C o b b i t y  
D  
0 . 4 8  
3 .
4
5  
"  
E  1 . 3 9  3 . 8 0  
W o l v e r t o n  E  
3 . 5 8  5 . 2 0  
T u r r e t f ' i e l d  
1 . 5 0  
4 . 4 1  
A 8 h b o u x ' n e  
4 . 3 6  6 . 1 5  
S  . E .  o f '  } l e a n  0 . 3 0  0 . 2 6  
o e f ' f ' i d e n t  o f '  
v a r i a t i o n s  1 4 . 8  
5 . 2 6  
L . S  . D .  ( 0 . 0 5 )  
0 . 9 0  0 . 4 4  
L . S . D .  
( 0 . 0 1 )  
1 . 2 5  
0 . 5 9  
9 3  
T a b l e  1 5  
O a t s  a s s a y  a g a i n s t  a l g a l  a s s a y  
. .  T r a n s f o r u l a t i o n  a p p l i e d  t o  d a t a .  
V a r i a b l e  
x  N o  t r a n s f o r m a t i o n  
Y  L o g
1 0  
L o g  a l g a l  a s s a y  a g a i n s t  o a t s  a s s a y .  
C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  ( r )  
0 . 9 3 1 0 6  
R e g r e s s i o n  a n a l y s i s  
S o u r c e  
d . f .  
R e g r e s s i o n  
1  
D e v i a t i o n s  
1 2  
T o t a l  
1 3  
R e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t s  
0 . 5 0 6 2  
0 . 0 6 0 9  
R e g r e s s i o n  e q u a t i o n  
5 . S .  
0 . 1 6 0 2  
0 . o 2 l f 6  
0 . 1 8 4 8  
N . 5 .  
0 . 1 6 0 2  
0 . 0 0 2 0  
S t a n d a r d  e r r o r s  
0 . 0 2 3 0 1  
0 . 0 0 6 9  
( x ,  y  a s  t r a n s f o r m e d )  
~ 
y  =  0 . 5 0 6 2  +  0 . 0 6 0 9  x .  
9 4  
V . R "  
7 8 . 1 4 6  
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9 5  
7 . 5  D i s c u s s i o n  
S h e e t s ,  ( 1 9 5 8 ) ,  i n v e s t i g a t e d  t h e  i n i t i a l  p h y t o t o x i c i t i e s  
o f  4  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  i n  1 7  s o i l  t y p e s .  
H e  f o u n d  t h a t  
t h e  E D 5 0  ~as p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  p e r c e n t a g e  o f  o r g a n i c  
m a t t e r  a n d  c l a y  a n d  c a t i o n  e x c h a n g e  c a p a c i t y .  U p c h u r c h  ( 1 9 5 8 ) ,  
w h o  s t u d i e d  t h e  i n i t i a l  p h y t o t o x i c i t y  o f  d i u r o n  i n  1~ s o i l  
t y p e s  f r o m  N o r t h  C a r o l i n a ,  f o u n d  a  h i g h  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  
o r g a n i c  m a t t e r ,  c a t i o n  e x c h a n g e  c a p a c i t y  a n d  d i u r o n  t o x i c i t y .  
H o w e v e r ,  n o  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  p e r c e n t a g e  o f  
o l a y  a n d  d i u r o n  t o x i c i t y  w a s  o b s e r v e d .  U p c h u r c b  a n d  M a s o n  
( 1 9 6 2 ) ,  a l s o  f a i l e d  t o  d e t e c t  s u c h  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  d i u r o n  
t o x i c i t y  a n d  c l a y  c o n t e n t ,  b u t  s h o w e d  h i g h  p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n s  
o f  G R
5 0  
( a m o u n t  o f  h e r b i c i d e  r e q u i r e d  f o r  5 0 %  r e d u o t i o n  i n  d r y  
s h o o t  w e i g h t )  w i t h  s o i l  o r g a n i c  m a t t e r  a n d  c a t i o n  e x c h a n g e  
o a p a c i t y .  
A l t h o u g h  i t  s e e m e d  t h a t  a  d i f f e r e n c e  i n  c o r r e l a t i o n s  
o f  d i u r o n  t o x i c i t y  w i t b  s o i l  p r o p e r t i e s  e x i s t e d  f r o m  o n e  r e g i o n  
t o  a n o t h e r ,  t h e  a u t h o r s  a g r e e d  t h a t  a m o n g s t  a l l  s o i l  f a c t o r s  
t h e  s o i l  o r g a n i c  m a t t e r  w a s  t h e  m a j o r  c o n t r i b u t o r  t o  t h e  
r e d u c t i o n  o f  d i u r o n  t o x i c i t y  i n  s o i l .  
S i m i l a r  i n v e s t i g a t i o n s  
w e r e  n m d e  i n  t h i s  s t u d y  a n d  i t  w o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  d i s c u s s  
t h e  d a t a  o b t a i n e d  i n  r e l a t i o n  t o  s o i l  f a c t o r s  i n  ( 1 )  o a t s  
b i o a s . a y ,  a n d  ( 2 )  a l g a l  b i o a s s a y .  
( 1 )  o a t s  b i o a s s a y  
T h e  i n f l u e n c e  o f  d i f f e r e n t  s o i l s  o n  d i u r o n  p h y t o t o x i c i t y  
w a s  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  r e s u l t s  ( T a b l e  1 0 ) .  T h e  
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l o w e s t  E D 5 0  w a s  i n  a  s a n d y  s o i l  ( C o b b i t y  D )  a n d  t h e  
h i g h e s t  i n  a  l o a m y  c l a y  s o i l  ( N o u n t  T o m a h ) .  T h e  h i g h  
p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  d i u r o n  E D 5 0  v a l u e s  a n d  
o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  a g r e e d  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  
o t h e r  w o r k e r s  ( c f .  i n t r o d u c t i o n ) .  
T h e  l a c k  o f  
c o r r e l a t i o n  w i t h  c l a y ,  a l t h o u g h  i t s  c o n t e n t  r a n g e d  
f r o m  0 . 5  t o  6 1 % ,  w a s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  c o n c l u s i o n s  
o f  H a r r i s  a n d  S h e e t s  ( 1 9 6 5 ) ,  U p c h u r c h  a n d  1 ' ! a s o n  ( 1 9 6 2 )  
b u t  d i f f e r e d  f r o m  t h o s e  o f  S h e e t s  ( 1 9 5 8 ) .  
U n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  i t  c o u l d  
b e  c o n c l u d e d  t h a t  o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  s h o u l d  b e  
c o n s i d e r e d  i n  s c h e m e s  t o  p r e d i c t  d i u r o n  d o s a g e  r e q u i r e -
m e n t s  i n  A u s t r a l i a n  s o i l s .  
( 2 )  A l g a l  b i o a s s a y  
S i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  a m o u n t s  
o f  d i u r o n  r e q u i r e d  t o  c a u s e  5 0 %  i n h i b i t i o n  o f  a .l g a e  i n  
d i f f e r e n t  s o i l s .  S i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  a l s o  
f o u n d  i n  a m o u n t s  o f  d i u r o n  a d s o r b e d  b y  t h e  v a r i o u s  
s o i l s  ( T a b l e  1 1 ) .  
D i u r o n  E D 5 0  w a s  p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  w i t h  p e r c e n t a g e  
o f  o r g a n i c  c a r b o n  ( r  =  0 . 8 3 6 ) ,  a n d  t o  a  l e s s e r  d e g r e e  
w i t h  s i l t  ( r  =  0 . 5 9 3 )  a n d  c l a y  ( r  =  0 . 4 5 6 ) .  
T h e  h i g h e s t  
c o r r e l a t i o n  w a s  b e t w e e n  a d s o r p t i o n  v a l u e s  a n d  d i u r o n  E D 5 0  
( r  =  0 . 9 8 0 ) .  
B u t  a d s o r p t i o n  w a s  s i g n i f i c a n t l y  c o r r e l a t e d  
w i t h  o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  ( r  =  0 . 7 6 2 ) .  
T h j . s  w a s  
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f o u n d  b y  S h e r b o u r n e  a n d  F r e e d  ( 1 9 5 4 )  a n d  H a r r i s  a n d  
S h e e t s  ( 1 9 6 5 ) .  
H i g h l y  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n s  
w e r e  a l s o  o b s e r v e d  a m o n g  t h e  s o i l  p r o p e r t i e s  ( T a b l e  1 2 ) .  
S u c h  r e l a t i o n s h i p s  a r e  f r e q u e n t l y  o b s e r v e d .  S h e e t s  
e t  a l .  ( 1 9 6 2 ) ,  p o i n t e d  o u t  " t h a t  c a u t i o n  m u s t  b e  u s e d  
i n  i n t e r p r e t i n g  t h e  r e s u l t s  a s  c a u s a t i v e  r e l a t i o n s " .  
I n a d d i t i o n  t o  t h e  i n t e r r e l a t i o n s  o f  s o i l  p r o p e r t i e s ,  
o t h e r  f a c t o r s  w h i c h  w e r e  n o t  c o n s i d e r e d  i n  t h e  p r e s e n t  
s t u d y  c o u l d  i n f l u e n c e  h e r b i c i d e  t o x i c i t y  i n  s o i l .  F o r  
e x a m p l e ,  c a t i o n  e x c h a n g e  c a p a c i t y  h a s  b e e n  f o u n d  t o  p l a y  
a  r o l c  i n  a d s o r p t i o n  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  ( U p c h u r c h  
a n d  M a s o n ,  1 9 6 2 ) .  
P a r t i a l  a n d  m u l t i p l e  r e g r e s s i o n  
a n a l y s e s  i n d i c a t e d  t h a t  f o r  p r e d i c t i o n  o f  d i u r o n  E D 5 0  
v a l u e s ,  t h e  u s e  o f  s i l t  a n d  c l a y  c o n t e n t s ,  i n  a d d i t i o n  
t o  o r g a n i c  c a r b o n ,  w a s  o f  l i t t l e  a d v a n t a g e ,  a l t h o u g h  a  
v e r y  s l i g h t  i m p r o v e m e n t  w a s  o b t a i n e d  w h e n  c l a y  f a c t o r  
w a s  t a k e n  i n t o  c o n s i d e r a t i o n  ( T a b l e  1 3 ) .  
H o w e v e r ,  
a n  a d s o r p t i o n  i n d e x  a c c o u n t e d  f o r  f a r  m o r e  v a r i a b i l i t y  
i n  t h e  E D 5 0  v a l u e s  (96~) t h a n  w o u l d  t h e  u s e  o f  o r g a n i c  
c a r b o n  w i t h  c l a y  a n d  s i l t  (74~) ( T a b l e 1 3 ) .  
I n  t h e  s o i l s  s t u d i e d ,  a d s o r p t i o n  o n  t o  c l a y  p a r t i c l e s  
d i d  n o t  s e e m  t o  a f f e c t  n~rkedly t h e  p h y t o t o x i c i t y  o f  
d i u r o n .  T h e  h i g h  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  s o i l  o r g a n i c  
c a r b o n  c o n t e n t  a n d  t h e  h e r b i c i d e  t o x i c i t y  w a s  i m p o r t a n t .  
W i t h i n  t h e  l o c a l i t i e s  s t u d i e d ,  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e  
r e c o m m e n d a t i o n s  b a s e d  o n  s o i l  o r g a n i c  m a t t e r  c o n t e n t  
c a n  b e  m a d e .  O n e  m u s t  e m p h a s i s e ,  h o w e v e r ,  t h a t  a t  a  
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s o i l  o r g a n i c  c a r b o n  l e v e l  b e l o w  0 . 8 %  t h e  r e c o m m e n d a t i o n  
b a s e d  o n  t h e  c a r b o n  c o n t e n t  m i g h t  b e  u n r e l i a b l e .  
I t  a p p e a r s  t h a t  a d s o r p t i o n  i s  t h e  m a i n  c h a r a c t e r -
i s t i c  , . h i c h  r e g u l a t e s  h e r b i c i d e  p h y t o t o x i c i t y  i n  m o s t  
s o i l s  s o  f a r  i n v e s t i g a t e d ,  t h e r e f o r e  i t  i s  r e a s o n a b l e  
t o  a s s u m e  t h a t  a n  a d s o r p t i v i t y  i n d e x  , . o u l d  c o r r e l a t e  
b e t t e r  w i t h  h e r b i c i d e  a p p l i c a t i o n  r a t e s  t h a n  t h e  o r g a n i c  
c a r b o n  c o n t e n t .  T h e  p r e s e n t  r e s l l l t s  c o n f i r m e d  t h i s  
a s s u m p t i o n  ( T a b l e  1 3 ) .  T h e  u s e  o f  a n  a d s o r p t i v e  i n d e x  
f o r  p r e d i c t i o n  p u r p o s e s  w o u l d  b e  m o r e  r e l i a b l e  s i n c e  
d i f f e r e n t  t y p e s  o f  o r g a n i c  m a t t e r  h a v e  d i f f e r e n t  a d s o r p t i o n  
c h a r a c t e r i s t i c s  ( H a n c e ,  1 9 6 5 ) .  
T a b l e  1 3  s h o w e d  t h a t  
w h i l e  p e r c e n t  a d s o r p t i o n  o f  d i u r o n  c o u l d  a c c o u n t  f o r  
9 6 %  o f  t h e  v a r i a t i o n  i n  E D 5 0  v a l u e s ,  o r g a n i c  c a r b o n  
c o n t e n t  a c c o u n t e d  f o r  o n l y  58~ o f  t h e  v a r i a t i o n  i n  
,  
a d s o r p t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e  b y  s o i l .  F u r t h e r m o r e ,  
f o r  t h e  s - t r i a z i n e s  A t k i n s  a n d  T c h a n  ( 1 9 6 7 )  h a d  f o u n d  
a  p o o r  r e l a t i o n s h i p  b e b 1 e e n  s o m a z i n e  E D 5 0  a n d  o r g a n i c  
o~tter c o n t e n t  i n  A u s t r a l i a n  s o i l s .  
( 3 )  O a t s  a s s a y  a g a i n s t  A l g a l  a s s a y  
O n  s t a t i s t i c a l  g r o u n d s ,  t h e  a l g a l  m e t h o d  ~ould 
b e  a b l e  t o  r e p l a c e  t h e  l e n g t h y  p o t  t r i a l s  ~or t h e  
b i o a s s a y  o f  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s  i n  s o i l ,  p r o v i d e d  
t h e  c o n d i t i o n s  ~ere s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  t h e  p r e s e n t  
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e x p e r i m e n t s .  T h e  h i g h  d e g r e e  o f  c o r r e l a t i o n  ( r  =  0 . 9 3 1 )  
b e t w e e n  t h e  h i g h e r  p l a n t s  a n d  a l g a l  t r i a l s  p r o v i d e d  a  
s o u n d  b a s i s  f o r  t h e  u s e  o f  t h e  a l g a l  m e t h o d  f o r  
r e c o m m e n d a t i o n  o f  h e r b i c i d e  d o s a g e  i n  t h e  f i e l d .  I n  
a d d i t i o n ,  t h e  a l g a l  t e c h n i q u e  c o u l d  b e  e x t e n d e d  t o  
o t h e r  h e r b i c i d e s  w h i c h  a r e  t o x i c  t o  t h e  a l g a e ,  a n d  
t o  v a r i o u s  s o i l - h e r b i c i d e  s t u d i e s ,  ~'hich w e r e  p r e v i o u s l y  
d o n e  w i t h  o a t s  a s  a s s a y  p l a n t s .  
1 0 0  
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S U M M A R Y  
-
1  •  
T h e  o c t s  a s s a y  s h o w s  t I - J . a t  o r g a n i c  c a r b o n  c o n t e n t  
i s  t h e  o n l y  s o i l  p r o J e r t y  w h i c h  · . s  si~01ificantly c o r r e l a t e d  
( 1 % )  t o  E D 5 0  ( r  =  0 . 8 7 0 )  f o r  d i u r o n .  
2 .  A  h i g h  correl~tion ( r  =  0 . 8 3 6 )  b e t w e e n  or~anic 
c a r b o n  c o n t e n t  a n d  d i u r o n  E D 5 0  i s  a l s o  s h o . . - m  i n  t h e  a l g a l  
a s s a y .  
H o w e v e r ,  a  hi~her c o r r e l a t i o n  ( r  =  0 . 9 8 0 )  i s  
o b s e r v e d  b e t l ' l e 8 n  J L r r o n  ' d s o r p t i o n  ' c n d  E D
5 0
•  
3 .  L ! u l t i p l e  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  s h o V I S  t h a t  u s e  o f  c l a y  
a n d  s i l t  i n  a d d i t i o n  t o  o r g a n i c  c a r b o n  d o e s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  
i n c r e a s e  t h e  p r e d i c t i v e  v a l u e  o f  o r g a n i c  c a c b o n  a l o n e ,  f o r  
d e t e l ' r l i n i n g  r a t e s  o f  a p p l i c a t i o n  o f  d i u r o n .  
4 .  A d s o l ' ' . J t i o n  v a l u e s  a C C O l l . l 1  t  f o r  9 6 ; 0  o f  t h e  v a r i a b i l i  t y  
i n  E D 5 0  a s  c o m , J : l r e d  t o  74~" a c c o u n t e d  f o r  b y  o r g a n i c  c a r b o n ,  
c l a y  a n d  s i l t  t o , ( e t h e r .  
5 .  O r f a n i c  c 3 . I ' b o n  c o n t e n t  m a y  n o t  a l w a y s  b e  r e l i a b l e  
a s  : . m  i n d i c ' t o r  f o r  . , : > l " . e n y l l r r e a  h e r b i c i d e  r e c o m n e n d a t i o n  i n  
" , u s  t r a l i c . n  s o i l s ,  p a ; : - t i c u l c . r l y  i n  s o i l s  w i t h  v e r y  1 0 V l  
or'~anic c a r b o n  c o n t e n t .  
D i u . : : o n  a d s o r p t i o n  v d l u e , ' ,  : , S  
d e t e r u i n e d  b y  t h e  al~al m e t h o d ,  w o u l i  b e  a  r e l i a b l e  i n d e x  
! ' o : : . '  I I ' " d i c t i o n  o f  l l ' r b i c i d e  d o s a g e .  
b .  O n  s t r - t i s t i c  1  l ; r o l l . l 1 d s ,  t h e  r a p i d  a l g a l  a s s a y  c o u l d  
b e  u s e d  i n  p l a c e  o f  t h e  l e n g t h y  D o t  t r i a l s  i n  s o i l  a d s o r p -
t i o n  s t u d i e s  a n d  f o r  d o s a g e  r e c o m m e n d  . .  t i o n s  o f  h e r b i c i d e s  
( p h v t o s y n  t h e s i s  i n h i  b i  t o r s ) .  
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CHAPTER 8 
PREDICTION OF R~TES OF APPLICATION OF HERBICIDES 
BY ALGAL IlEl'HODS 
8.1 INTRODUCTION 
-
In pre- emergence weed control iJractices , the ideal 
rate of herbicide application is a dose which gives adequate 
Vleed control over a lont"; period of time . It should also 
allo\'1 a m,".rgin of sufety for the crop or sLlcceedinG crops 
on a ,,;iven soil type and Llnder t:18 ",iven enviro=ental 
cond.itions . In practice , hO',lever, herbicide injury to 
sensitive crops does occur as a result of excessive applica-
tion, or of residues remaining after a previous treatment , 
or of cumulative effect of the herbicides in repetitive 
applications (Bruns et ,al, 1962; Burnside et al, 1963; 
Holly and Roberts , 1963; Fink and Fletchall , 1963, 1969; 
]'enster et, al , 1965; Lee, 1966; Arle et al , 1965; Dawson 
et al , 1968). Swain (1970) has indicated that if possible 
the dosage of herbicide should be reduced as much as 
possible but still be able to control the weeds. The 
dii'ficulty , however , resides in the lc"ck of a sui table 
method to assess this optimal dose . 
~'or many years workers have tried to find ways to 
determine a safe and efficient application rate on a given 
soil , which avoids the persistence of residues harmful to 
succeeding crops . The most elaborate method evolved was 
, 
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t o  c a r r y  o u t  f i e l d  t r i a l s  f o r  a  g i v e n  s o i l  i n  a  p a r t i c u l a r  
c l i m a t e  t o  d e t e r m i n e  t h e  o p t i m u m  a p p l i c a t i o n  r a t e .  
S u c h  t r i a l s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  o n  v a r i o u s  s o i l  t y p e s  a n d  
r e p e a t e d  a I L l 1 u a l l y  u n d e r  d i f f e r e n t  s e a s o n a l  c o n d i t i o n s .  
F r o m  t h e s e  d a t a ,  c o m m e r c i a l  r e c o m m e n d a t i o n s  a r e  m a d e  f o r  
d i f f e r e n t  s o i l s .  I t  i s  a s s u m e d  t h a t  m a r g i n s  b e t w e e n  r a t e s  
a d e q u a t e  f o r  V l e e d  c o n t r o l  a n d  r a t e s  t h a t  a r e  s a f e  f r o m  r i s k  
t o  t h e  c r o p  a r e  u s u a l l y  w i d e  e n o u g h  f o r  g e n e r a l  u s e .  O f t e n ,  
h o w e v e r ,  s o m e  s o i l s  a r e  t r e a t e d  f o r  w h i c h  t h e  m a r g i n  o f  
s a f e t y  o f  t h e  r e c o m m e n d e d  d o s e  i s  t o o  n a r r O " N ,  a n d  i n j u r y  t o  
c r o p s  h a s  o c c u r r e d .  
F r o m  s t u d i e s  o n  i n i t i a l  a n d  r e s i d u a l  p h y t o t o x i c i t i e s  
o f  p h e n y l u r e a s  i n  s o i l s ,  m o s t  w o r k e r s  a g r e e  t h a t  o r g a n i c  
m a t t e r  c o n t e n t  s e e m s  t o  b E ;  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  f a c t o r  
i n f l u e n c i n g  p h y t o t o x i c i t y  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  i n  s o i l  
( C h a p t e r  7 ) .  
A s  a  r e s u l t ,  o r g a n i c  m a t t e r  c o n t e n t  h a s  b e e n  c o n s i -
d e r e d  t o  b e  t h e  b e s t  s i n g l e  s o i l  p r o p e r t y  o n  w h i c h  t o  b a s e  
h e r b i c i d e  d o s e  r e c o m m e n d a t i o n s  t D o h e r t y  a n d  W a r r e n ,  1 9 6 9 ;  
S u n d ,  1 9 6 4 ;  R a r r i s  a n d  S h e e t s ,  1 9 6 5 ) .  R a n c e  e t  a l  ( 1 9 6 8 )  
p o i n t e d  o u t  t h a t  a d s o r p t i o n  m e a s u r e m e n t  a p p e a r e d  t o  h a v e  
s l i g h t l y  g r e a t e r  p r e d i c t i v e  v a l u e  t h a n  o r g a n i c  m a t t e r  
c o n t e n t  u n d e r  g l a s s  h o u s e  c o n d i t i o n s ,  a l t h o u g h  t h e  c o r r e l a -
t i o n  b e t w e e n  o r g a n i c  m a t t e r  c o n t e n t  a n d  a d s o r p t i o n  w a s  h i g h .  
1 1  
1 0 3  
I n  v i e w  o f  t h e  h i g h  p r e d i c t i v e  v a l u e  o b t a i n e d  w i t h  
a n  ~usorption i n d e x  f o r  d i u r o n  9hytotoxicit~ i n  s o i l  
( C h a p t e r  7 ) ,  t h e  a l g a l  t e c h n i q u e s  h~ve b G e n  a d a p t e d  t o  g i v e  
a  m e t h o d  f o r  d e t e r m i n i n g  o p t i m a l  a p p l i c a t i o n  r a t e s  o f  
h G r b i c i d e s  f o r  w e e d  c o n t r o l .  
B e c a u s e  o f  t h e  i m p o r t a n c e  
o f  w h e a t  t o  t h e  A u s t r a l i a n  e c o n o m y ,  t h i s  c r o p  w a s  c h o s e n  
i n  f i e l d  t r i a l s .  
I n  t h e  p a s t ,  p o s t - e m e r € ! e n c e  h e r b i c i d e s  h a v e  p r o v i d e d  
s u c h  a n  e a s y  , m d  s u c c e s s f u l  m e t h o d  0 : '  w e e d  c o n t r o l  i n  c e r e a l  
c r o p s  t h a t  l i t t l e  a t t e n t i o n  h a s  b e e n  g i v e n  t o  t h e  u s e  o f  
p r e - s o w i n g  o r  p r e - e m e r g e n c e  h e r b i c i d e s  i n  A u s t r a l i a .  
I n  r e c e n t  y e a r s ,  a n n u a l  a n d  p e r e n n i a l  g r a s s e s  a n d  b r o a d -
l e a f  w e e d s  h I v e  b e c o m e  m a j o r  p r o b l e m s  f o r  t h e  A u s t r a l i w l  
w h e a t  g L ' o ; v e r s  ( S w a n  a n d  F u r t i c k ,  1 9 6 2 ;  C o n n o r ,  D . J .  1 9 6 5 ) .  
A l t h o u g h  d i a l l a t e  a n d  t r i a l l ' t e  h a v e  p r o v e d  s u c c e s s f u l  i n  
t h e  c o n t r o l  o f  w i l d  o a t s  a n d  r y e  g r a s s  i n  w h e a t  f i e l d s ,  
t h e r p  r e m , : i n c l  a  n e e d  f o r  o t h e r  h e r b i c i d e s  w h i c h  c a n  p r o v i d e  
g o o d  c o n t r o l  o f  b r o a d - l e a f  w e e d s ,  \ v i  t h  a  w i d e  m a r g i n  o f  
s a f e t y  f o r  t h e  w h e a t  c r o p .  
I t  i s  eviden~ t h a t  w e e d  c o m p e t i t i o n  c a n  b e  m o s t  
d a m a g i n g  i n  t h e  v e r y  e a r l y  s t a g e s  o f  t h e  l i f e  o f  t h e  c r o p .  
I n  s o m e  c i r c u m s t a n c e s  t h e  w e e d s  a r e  n o t  h a r m f u l  w h e n  t h e y  
c o m p e t e  m o r e  s u c c e s s f u l l y  w i t h  c r o p s  f o r  w a t e r ,  n u t r i e n t s  
a n d  ligh~ . I n  s o m e  circ~~stances t h e y  n a y  b e  h a r m f u l  
a s  h o s t s  o f  p e s t s  a n d  d i s e a s e s  ( V a n  d e r  Z w e e p ,  1 9 7 1 ) .  
1 0 4  
I t  i s  r e a s o n a b l e ,  t h e r e f o r e ,  t o  e x p e c t  t h a t  p r e - e m e r g e n c e  
w e e d  c o n t r o l  ¥ a l l  g e n e r a l l y  r e s u l t  i n  i m p r o v e d  c r o p  y i e l d s .  
W e e d s  t h a t  e m e r g e  a f t e r  a  c r o p  i s  e s t a b l i s h e d  c a u s e  l e s s  
d a m a g e  t h a n  w e e d s  w h i c h  e m e r g e  w i t h  t h e  c r o p  ( B u r n s i d e  a n d  
W i c k s ,  1 9 6 7 ;  K n a k e  a n d  S l i j e ,  1 9 6 8 ) .  S i m a z i n e ,  a s  a  
p r e - e m e r g e n c e  h e r b i c i d e ,  h a s  b e e n  u s e d  o n  a  r e l a t i v e l y  w i d e  
s c a l e  w i t h  s o m e  s u c c e s s  i n  w h e a t  c u l t i v a t i o n  i n  E u r o p e .  
I t s  s e l e c t i v i t y ,  h o w e v e r ,  w a s  n o t  a d e C J . u a t e  u n d e r  a l l  c o n d i t i o n s "  
( H o l r o y d ,  1 9 6 6 ) .  
I n  t h e i r  s t u d i e s  w i t h  - c h l o r o - 6 - t - b u t y l - o - a c e t o t a l u i -
d i t e  ( M o n s a n t o  C P 3 1 6 7 5 ) ,  H o l l y  e t ,  a l  ( 1 9 6 6 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  
s u r f a c e  a p p l i c a t i o n  o r  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  c h e m i c a l  i n  t h e  
s o i l  p l a y e d  a n  i m p o r t a n t  p a r t  i n  i t s  e f f e c t i v e n e s s  a s  a  
h e r b i c i d e  i n  w h e a t  c r o p s .  T h e y  p r o p o s e d  t h a t  s o i l  i n c o r -
p o r a t i o n  o f  s o m e  p r e - e m e r g e n c e  h e r b i c i d e s  g a v e  g r e a t e r  
r e l i a b i l i t y  a n d  uniformi~J o f  a c t i o n  t h a n  s u r f a c e  a p p l i c a t i o n .  
M e c h a n i c a l  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e s  i n t o  t h e  s o i l  
h e l p s  t o  r e d u c e  l o s s  o f  t h e  h e r b i c i d e  f r o m  t h e  s o i l  s u r f a c e ,  
a n d  a l l o w s  t h e  h e r b i c i d e  t o  c o m e  i n t o  c l o s e  c o n t a c t  w i t h  t h e  
g e r m i n a t i n g  s e e d s  o r  e m e r g i n g  w e e d  s e e d l i n g s .  A s  d i u r o n  
a n d  s i m a z i n e  a r e  f a i r l y  i n s o l u b l e  i n  w a t e r  a n d  a r e  a d s o r b e d  
v e r y  s t r o n g l y  i n  s o i l s  ( U p c h u r c h  a n d  P i e r c e ,  1 9 5 7 ;  H a r r i s  
a n d  W a r r e n ,  1 9 6 4 ;  H a r r i s  a n d  S h e e t s ,  1 9 6 5 )  t h e y  a r e  
r e s i s t a n t  t o  l e a c h i n g  a n d  m o v e  o n l y  v e r y  s l i g h t l y  i n  t h e  
s o i l  ( S h e e t s ,  1 9 5 9 ;  W e l d o n  a n d  T i m m o n s ,  1 9 6 1 ,  R o a d h o u s e  
" l l l d  B i r k ,  1 9 6 1 ) .  
1 0 5  
T h i s  t e n d e n c y  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  t o  r e m a i n  i n  t h e  z o n e  
o f  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  s o i l  t o g e t h e r  w i t h  t h e  i ' a c t  t h a t  
m a n y  c o m m o n  w e e d s  germint~te f r o m  a  d e , J t h  o f  l e s s  t h a n  
~ i n c h e s  t 5 . 1  c m )  t C h a n c e l l o r ,  1 9 6 5 )  l e a d s  t o  a  g o o d  
c o n t r o . i  o f  w e e d s .  1 ' [ 1 e  c r o p  n l a n t s  a r e  m o r e  t o l e r a n t  t o  
s u c h  t r e a t m e n t  b e c a u s e  t h e  s e e d s  a r e  p l a c e d  b e l o w  t h e  
h e r b i c i d e  a c t i v e  z o n e ,  ~nd h e n c e  t h e i r  r o o t s  a r e  n o t  
e x p o s e d  t o  t h e  h e r b i c i d e .  T h i s  m e t h o d  h : . , s  t h e  a d v a n t a n - e  
o f  a l l o w i n g  t h e  w e e d s  t o  a b s o r b  t h e  h e r b i c i d e  a t  g e r r t i n a -
t i o 1 1 ,  a s  t h e i r  r o o t s  a r e  p r i m a r i l y  d i s t r i b u t e d  i n  t h e  u p p e r  
l a y e r s  o f  t h e  s o i l .  A s  t h e y  e m e r g e  f r o m  t h e  s o i l  a n d  
le'~ves a r e  f o r m e d ,  t h e  h e r b i c i d e  i n t e r f e r e s  I ' l i  t h  t h e i r  
p h o t o s y n t h e t i c  a c t i v i t i e s ,  t h u s  c u u s i n , : ;  d e a t h  o f '  t h e  v l e e d s .  
B e c a u s e  o f  t h e  a b o v e  c o n s i d e r  t i o n s ,  f i e l d  t r i a l s  
w e r e  s e t  u p  w i t h  d i u r o n  a n d  s i m a z i n e ,  a s  p r e - p l a n t i n g  a n d  
i n c o r p o r a t e d  h e r b i c i d e s ,  t o  a s s e s s  t h e  r e l i a b i l i t y  o f  
c d l c u l  t i o n s  m~de t o  p r e d i c t  t h e  o p t i m a l  a p p l i c a t i o n  r a t e s  
i n  w i n t e r  w h e . t  f r o m  d c ' t a  o b t a i n e d  b y  t h e  a l g a l  t e c h n i o u e s .  
A t  t h e  s " m e  t i m e ,  i n f o r h l a t i o n  V l o u l d  b e  o b t a i n e d  o n  t h e  
p e r f o r m a n c e  o f  t h e  r e c o m m e n d e d  r a t e s  a s  comp~red t o  l o w e r  
a 1 1 d  h i g l l e r  d o s e s  u n d e r  f i e l d  c o n d i t i o n s  i n  v a r i o u s  s i t e  -
w e e d  s i t u a t i o n s .  
•  
I  
1 0 6  
C . 2  L a b o r a t o r y  a s s a y s  
C . 2 . 1  D e t e r m i = t i o n  o f  a d s o r p t i o n  o f  h e r b i c i d e s  b y  
t h e  a l " a l  t e c h n i q u e s .  
T h e  a m o u n t s  o f  h e r b i c i d e  c a u s i n g  5 0 %  a n d  1 0 0 ; ' .  
i n h i h i t i o n  o f  a l g a l  g r m , t h  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  
p a p e r  d i s c  a n d  l i q u i d  a l g a l  t e c t " l n i ' 1 u e s  f o r  w a s h e d  
s a n d  a n d  e a c h  o f  t h e  s o i l s  f r o m  t h e  c h o s e n  l o c a l i t i e s .  
T h e  d a t a  w e r e  l l s e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  q u a n t i t y  o f  
h e r b i c i d e  a d s o r b e d  b y  s o i l  a t  5 0 %  a n d  1 0 0 ' ) 1 ,  a l g a l  
i n h i b i t i o n  ( S e c t i o n s  6 . 3  a n d  6 . 6 ) .  T h e  r a  t i o  o f  
a t l l o u n t  o f  h e r b i c i d e  a d s o r b e d  b y  s o i l  a t  1 0 0 f 0  i n l " l i b i  t i o n  
t o  a m o u n t  a d s o r b e d  a t  5 0 ' %  i n h i b i t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  
f o r  e a c h  s o i l .  A n  e x a m 1 ? l e  o f  t h e  d e t e r l l t i n a t i o n  i s  
g i v e n  i n  A p p e n d i x  1 .  
I t  " a s  f u u n d  t  h a  t  s  o i l s  f r o m  
t h e  d i f f e r e n t  s i t e s  g a v e  s i m i l a r  r a t i o s .  
T a b l e s  1 6  
a n d  1 6 a  s u m m a r i s e  t h e  r e s u l t s .  T h e  a d s o r p t i o n  v a l u e  
a t  1 0 O j ! ,  a l g a l  i n h i b i t i o n  o f  t t " l e  p a 1 ? o r  d i s c  d a t a  w a s  
. , s e d  t o  p r e d i c t  t h e  d o s e  f o r  f i e l d  t r i a l .  
1 0 7  
-
T a b l e  1 6  
Y e a r  
A d s o r p t i o n  S t u d i e s  o f  d i u r o n  b y  p a p e r - d i s c  a n d  
l i q u i d  a l g a l  t e c h n i q u e s  t  
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r~d 
i J  - . ; - "  
"'  0 0 %  
C a [ j i d e n  
rc~ 
iJV ~., 
1 0 0 %  
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f o r  s i m a z i n e  
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T a b l e  1 7  
D o s a G e  d e t  e r n ' i n a  t  i o n  o f  h e r b i  c i d e  
Y e a r  H e r h i c i d e s  
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*  A d j l 1 s  t e d  r e C O l d l i . e n t l e d  r a t e s  w i t h  d e - p t b . .  
1 0 9  
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appliC8tio~ 
A s  t h e  l a b o r a t o r y  t e s t s  w e r e  m a d e  w i t h  s o i l  u n d e r  a  
h i g h  m o i s t u r e  l e v e l  ( s a t u r a t i o n  o a p a c i t y ) ,  t h e  r u l e  p r o p o s e d  
b y  G e i s s b u h l e r  e t  a l  ( 1 9 6 3 )  f o r  p h e n y l  u r e a  h e r b i c i d e  a p p l i c a t i o n  
i n  t h e  f i e l d  w a s  a d a p t . d  t o  t h e s e  s t u d i e s .  T h e  r u l e  s t a t e s  
t h a t  t h e  d o s e  s h o u l d  b e  o n a - t e n t h  o f  t h e  a m o u n t  o f  h e r b i c i d e  
a d s o r b e d  ( i n  , g i g .  o f  s o i l )  e s p r e s s e d  i n  K g  p e r  h a .  t o  a  
d e p t h  o f  5  c m .  
T h e  r e o o m m e n d e d  d o s e  w a s  c a l c u l a t e d  b y  
u . i n g  t h e  q u a n t i t y  o f  h e r b i c i d e  a d s o r b e d  ( i n  r g / g .  o f  s o i l )  
a t  1 0 0 %  i n h i b i t i o n  o f  a l g a e  i n  t h e  p a p e r  d i s c  t e c h n i q u e .  
i n  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s ,  h o w e v e r ,  t h e  h e r b i c i d e  w a s  i n c o r p o r a t e d  
t o  a  d e p t h  o f  6 . 6  c m . ,  a c c o r d i n g l y  a n  a d j u s t m e n t  t o  t h e  
r e c o m m e n d e d  r a t e  w a s  m a d e  r e l a t i v e  t o  t h e  d e p t h  o f  i n c o r p o r a t i o n  
( T a b l e  1 7 ) .  
8 . 3  F I E L D  T R I A L S  
8 . 1 . 1  
S e t t i n g  u p  o f  f i e l d  t r i a l s  
T h e  t r i a l s  w e r e  s e t  u p  i n  C a m d e n ,  C . s t l e  H i l l  a n d  
N a r r a b r i .  
D o s e .  a t  a n d  o n  e i t h e r  s i d e  o f  t h e  c a l c u l a t e d  
o p t i m u m  r a t e  w e r e  i n c l u d e d  i n  t h e  t r i a l  • •  
I n  1 9 6 9  a n d  1 9 7 0 ,  
f o u r  r a t e s  o f  a p p l i c a t i o n  o f  d i u r o n  a n d  s i " e z i n e  w e r e  u s e d ,  
t r i a l l a t e  w a s  i n c l u d e d  a s  a  c o m p a r a t i v e  h e r b i c i d e ,  b e c a u s e  
o f  t h e  e x p e c t e d  p r e d o m i n a n c e  o f  t r i a l l a t e - s e n s i t i v e  w e e d  
s p e c i e s ,  w i l d  o a t s  ( A v e n a  ! . p . ' )  a n d  r y e  g r a s s  ( 1 , o l i l 1 m  s P . ) .  
D u p l i c a t e  p l o t s  ( 9  f e e t  b y  5  f e e t  o r  2 . 7  b y  1 . 5  m . )  w e r e  
u s e d  f o r  e a c h  t r e a t m e n t ,  w i t h  o n e  c o n t r o l  p l o t  f o r  e a c h  
1 1 1  
h e r b i c i d e .  T h e  p 1 0 t s  ~ere s e p a r a t e d  b y  s t r i p s  3  f e e t  
( O . 9 1 m . )  w i d e .  T h e  c h e m i c a 1 s  ~ere a p p 1 i e d ,  b e f o r e  c r o p  
p 1 a n t i n g ,  ~ith k n a p s a c k  s p r a y e r e  o n  p r e p a r e d  s o i 1 .  T h e  
8 0 i 1  s u r f a c e  w a s  f r e e  o f  d e b r i s  o r  p 1 a n t  r e s i d u e  a t  t h e  
t i m e  o f  t r e a t m e n t .  T h e  h e r b i c i d e s  w e r e  i m m e d i a t e 1 y  
i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  t o p  2 - 3  i n c h e s  ( 5 - 7 . 6  c m . )  o f  s o i 1  
w i t h  a  p o w e r - d r i v e n  r o t a r y  c u 1 t i v a t o r  ~ith a  d e p t h  c o n t r 0 1  
d e v i c e .  W i n t e r  ~heat ( v a r i e t y  T i m g a 1 e n )  w a s  s o w n  i n  ro~. 
7  i n c h e s  ( 1 7 . 2  c m . )  a p a r t ,  a n d  a b o u t  3 - 4  i n c h e s  ( 7 . 6 - 1 0  c m . )  
d e e p ,  a t  a  s e e d  r a t e  o f  3 0 - 4 0  1 b .  p e r  a c r e  ( 4 4  K g / h a ) .  
T h e  d e t a i 1 s  o f  s i t e ,  d a t e  o f  t r e a t m e n t ,  d a t e s  o f  
p 1 a n t i n g  a n d  h a r v e s t i n g  a r e  g i v e n  i n  T a b 1 e  1 8 .  
8 . 3 . 2  
A s s e s s m e n t  o f  T r i a 1 s  
A 1 1  t r e a t m e n t s  ~ere s c o r e d  v i s l l a 1 1 y  o n  a  c r o p  
t 0 1 e r a n c e  a n d  w e e d  s u s c e p t i b i 1 i t y  b a s i s  a n d  c o m p a r e d  w i t h  
t h e  u n t r e a t e d  c o n t r 0 1 .  T h e  w h e a t  l o I a s  c u t  b y  h a n d ,  t h r e s h e d  
a n d  t h e  y i e 1 d  e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e  o f  c o n t r 0 1 .  
8 . 3 . 3  D e t e r m i n a t i o n  o f  h e r b i c i d e  r e s i d u e s  
S o i 1  s a m p 1 e s  f r o m  t h e  t r i a 1  s i t e s  w e r e  t a k e n  d u r i n g  
t h e  g r o w t h  p e r i o d  o r  a t  h a r v e s t  t i m e  f o r  h e r b i c i d e  r e s i d u e  
d e t e r O l i n a t i o n s .  
T h e  s a m p 1 e s  ~ere c o 1 1 e c t e d  a t  0 - 7 . 6  c m .  
1 a y e r  f r o m  e a c h  p 1 o t ,  b u 1 k e d ,  t a k e n  t o  t h e  1ab01~tory a n d  
a i r  d r i e d .  T h e  s a m p 1 e s  w e r e  s i e v e d ,  m i x e d  t h o r o u g h 1 y  
a n d  t h e n  s t o r e d  i n  p o 1 y t h e n e  b a g s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
T h e  a m o u n t  o f  h e r b i c i d e  i n  e a c h  s a m p 1 e  l o I a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  
t h e  1 i q u i d  a 1 g a 1  b i o a s s a y  ( S e c t i o n  2 . 5 . 1 ) .  
T A B L E  1 8 .  
H e r b i c i d e  t r e a t m e n t s  a t  
t h e  d i f f e r e n t  s i t e s  
S I T E  
C a m d e n  
C a s t l e  H i l l  
s t l e  H i l l  
s U e  H i l l  
D A T E  O F  I  D A T E  O F  
S P R A Y I N G  P L A N T I N G  
1 8 . 6 . 6 9  2 . 7 . 6 9  
1 2 . 8 . 6 9  
5 . 9 . 6 9  
3 0 . 7 . 6 9  3 1 . 7 . 6 9  
1 2 . 6 . 7 0  
1 7 . 6 . 7 0  
1 9 . 5 . 7 0  1 7 . 6 . 7 0  
5 . 6 . 7 0  
7 . 6 . 7 0  
1 8 . 5 . 7 1  1 4 . 6 . 7 0  
1 2 . 5 . 7 1  1 7 . 6 . 7 0  
*  1  l b / a c .  =  1 . 1 2  ~g/ha. 
D A T E  O F  
H A R V E S T  
7 . 1 2 . 6 9  
-
3 . 1 2 . 6 9  
1 8 . 1 2 . 7 0  
4 . 1 2 . 7 0  
1 4 . 1 2 . 7 0  
2 9 . 1 2 . 7 1  
1 4 . 1 2 . 7 1  
1 1 2  
R E C O M M E N D E D  
m : R B I C I D E  R A T E *  
l b / a c .  ( a . i . )  
u r o n  
1 . 0 5  
1 . 0 5  
1 . 2 5  
1 . 2 5  
0 . 7 5  
1 . 0 5  
1 . 2 0  1 . , } 0  
1 . 4 0  1 . 6 0  
1 . 2 0  1 . 2 0  
1 . 2 0  1 . 4 0  
1 . 2 0  1 . 4 0  
8 . j h  F i e l d  T r i a l  R e s u l t s  
A .  1 9 6 9  
T h e  s i t e  i n  N a r r a b r i  w a s  a l m o s t  f r e e  o f  w e e d s .  T w o  
m o n t h s  a f t e r  s p r a y i n g  w i t h  h e r b i c i d e  o n l y  a  f e w  w i l d  o a t s  
w e r e  p r e s e n t .  
A  s i n g l e  o a t  p l a n t  a p p e a r e d  i n  e a c h  o f  t h e  
c o n t r o l  p l o t s ,  a n d  0 . 3 2  a n d  0 . 8 6  l b / a c .  *  s i m a z i n e  t r e a t e d  
p l o t s  a n d  2  p l a n t s  i n  t h e  0 . 1 1  l b / a c .  d i u r o n  t r e a t e d  p l o t s .  
I n  t h e  t r i a l l a t e  t r e a t m e n t s ,  o n e  o a t  p l a n t  w a s  p r e s e n t  i n  
e a c h  o f  t h e  0 . 1 2 5  a n d  0 . 2 5  l b / a c .  p l o t .  T h e r e  w e r e  a  f e w  
s e c o n d a r y  g e r m i n a t i n g  w i r e w e e d s  a n d  v e t c h  i n  m o s t  o f  t h e  
1 1 3  
p l o t s .  
N o  sumn~r w e e d s  w e r e  f o u n d  i n  t h e  p l o t s  a t  t h a t  t i m e .  
A t  C a m d e n ,  t h e  s i t e  w a s  c o v e r e d  w i t h  s u m m e r  g r o w " 1 n g  
w e e d s  b e f o r e  i t  w a s  p r e p a r e d  f o r  h e r b i c i d e  t r e a t m e n t .  T h e  
i n c o r p o r a t i o n  o f  h e r b i c i d e  i n t o  t h e  s e e d  b e d  h a d  c l e a r e d  
t h e  w e e d s  a n d  a l l o w e d  t h e  w h e a t  t o  g r o w  f o r  s o m e  t i m e  b e f o r e  
n e w  w e e d s  a p p e a r e d .  
T h r o u g h o u t  t h e  g r o w " 1 n g  p e r i o d  t h e  
w e e d s  w e r e  d o m i n a t e d  b y  t h e  c r o p  c a n o p y .  
T h e  s i t e a t  C a s t l e  H i l l  w a s  h e a v i l y  i n f e s t e d  w i t h  
w e e d s  b e f o r e  i t  w a s  p r e p a r e d  f o r  t h e  f i e l d  t r i a l .  
R a t e s  o f  d i u r o n  a n d  s i m a z i n e  a t  a n d  b e l o w  0 . 8  l b / a o .  
g a v e  n o  c o n t r o l  o r  o n l y  n a r g i n s l  c o n t r o l  o f  w e e d s  i n  C a m d e n  
a n d  C a s t l e  H i l l .  
T h e  r e c o m m e n d e d  r a t e s  o f  d i u r o n  a n d  
a i m a z i n e  g a v e  g o o d  c o n t r o l  o f  w e e d s  o v e r  t h e  f i r s t  3 - 4  m o n t h s  
*  1  l b / a c .  =  1  K g / h a .  
1 1 4  
a f t e r  s p r a y i n g .  S a t i s f a c t o r y  a c t i v i t y  o f  t h e  t~o h e r b i c i d e s  
(~7~ - N o r t h  a n d  P r o c t o r ,  1 9 6 6 )  w a s  s t i l l  e v i d e n t  f i v e  
m o n t h s  a f t e r  s p r a y i n g .  
w e e d s  w ' e r e  c o n t r o l l e d .  
T h e  m a j o r  o r i g i n a l  d i c o t y l e d o n o u s  
A l t h o u g h  s e c o n d a r y  g e r m i n a t i o n  o f  
w e e d s  c o u l d  b e  o b s e r v e d ,  t h e  n u m b e r  w a s  i n s i g n i f i c a n t  a n d  
t h e  w e e d s  w e r e  s t u n t e d  a n d  w e r e  d o m i n a t e d  b y  t h e  c r o p  c a n o p y .  
T a b l e  1 9  . . .  s u m n  . .  r i s e s  t h e  o v e r a l l  w e e d  c o n t r o l  s c o r e  
i n  t h e  t h r e e  l o c a l i t i e s .  C o n t r o l  o f  s o m e  d o m i n a n t  
i n d i v i d u a l  w e e d  s p e c i e s  w a s  a s s e s s e d  b y  c o u n t i n g .  F o r  
t h i s  p u r p o s e  C a s t l e  H i l l  w a s  c h o s e n  b e c a u s e  w e e d  i n f e s t a t i o n  
w a s  p a r t i c u l a r l y  h e a v y .  T h e  r e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  
p e r c e n t a g e  c o n t r o l  w i t h  c o m p a r i a o n  t o  t h e  u n t r e a t e d  p l o t s  
( T a b l e  2 0 ) .  T h e  e f f e o t  o f  t h e  h e r b i c i d e s  o n  w e e d s  w a s  
f u l l y  e x p r e s s e d ,  a s  t h e  u n t r e a t e d  p l o t s  s h o w e d  p a r t i c u l a r l y  
h e a v y  w' e e d  g r o w t h ,  w i t h  s e v e r a l  w e e d s  v i s i b l e  a b o v e  t h e  c r o p  
( P l a t e  8 ) .  
I n  s o m e  p l o t s ,  t h e  recon~ended d o s e s  c a u s e d  s l i g h t  
s c o r c h i n g  o f  t h e  u p p e r  l e a v e s  i n  t h e  w h e a t .  T h e s e  s y m p t o m s  
w e r e  a p p a r e n t  4 - 5  w e e k s  a f t e r  p l a n t i n g ,  b u t  t h e y  d i s a p p e a r e d  
l a t e r .  
T h e r e  w a s  1 1 0  s i g n  o f  c r o p  d e p r e s s i o n  o r  t h i n n i n g .  
A t  d o s e s  a b o v e  t h e  r e c o m m e n d e d  r a t e s ,  b e t t e r  w e e d  c o n t r o l  
w a s  a c h i e v e d  ( 9 0 - 9 2 % ) ,  b u t  i n j u r y  t o  w h e a t  p l a n t s  o c c u r r e d  
i n  s o m e  p l o t s  •  
R e d u c t i o n  i n  e a r l y  c r o p  v i g o u r  a n d  c r o p  
•  t a n d  w e r e  o b s e r v e d  a t  C a m d e n .  
I n  N a r r a b r i  r a t e s  o f  1 . 1 5  
1 1 5  
a n d  1 . 3 5  1 b / a c .  o f  d i u r o n  a n d  s i o a z i n e  r e s p e c t i v e 1 y  a f f e c t e d  
s 1 i g h t 1 y  t h e  e s t a b 1 i s h r o e n t  o f  t h e  w h e a t  c r o p .  
A 1 t h o u g h  n o  m a r k e d  i n c r e a s e s  i n  y i e 1 d  w e r e  n o t e d  a t  
C a m d e n  a n d  N a r r a b r i  a t  t h e  d i f f e r e n t  t r e a t m e n t s ,  i t  w a s  
a p p a r e n t  t h a t  p 1 0 t s  a t  t h e  r e c o m m e n d e d  r a t e s  s h o w e d  a  
e 1 i g h t  i m p r o v e m e n t  ( T a b 1 e  2 1 ) .  
B .  1 9 7 0  
T h e  f i e 1 d  t r i a 1 s  w e r e  r e p e a t e d  a t  C a s t 1 e  H i 1 1 ,  
C a m d e n  a n d  N a r r a b r i .  
T a b 1 e  H I  g i v e s  t h e  1 a b o r a t o r y  
r e a u 1 t s  a n d  t h e  p r e d i c t e d  r a t e s  f o r  d i u r o n  a n d  s i m a z i n e  
L o w e r  h e r b i o i d e  d o s e s  d i f f e r i n g  b y  s m a 1 1  a m o u n t s  f r o m  t h e  
r e c o m m e n d e d  r a t e s  w e r e  c h o s e n  t o  g i v e  a  m o r e  a c c u r a t e  
a s s e s s m e n t  o f  w e e d  c o n t r o 1  a n d  s e 1 e c t i v i t y  i n  w i n t e r  w h e a t .  
A g a i n ,  t h e  s i t e  a t  N a r r a b r i  w a s  d e v o i d  o f  w e e d s  d u r i n g  t h e  
t r i a 1  p e r i o d .  T h e  d e g r e e  o f  o v e r a 1 1  w e e d  c o n t r o 1  w a s  
a s s e s s e d  8 5  a n d  1 2 5  d a y s  a f t e r  s p r a y i n g  a t  C a s t 1 e  H i 1 1  a n d  
C a m d e n  r e s p e c t i v e 1 y  ( T a b 1 . ,  1 9 , ) . .  T h e  r e s u 1 t s  ( T a b 1 e  2 1 )  
s h o w e d  t h a t  i n  g e n e r a 1  i m p r o v e d  y i e 1 d s  w e r e  o b t a i n e d  a t  t h e  
r e c o m m e n d e d  r a t e s ,  b u t  a  m a r k e d  r e d u c t i o n  w a s  c a u s e d  a t  t h e  
h i g h e r  d o s e s  o f  b o t h  d i u r o n  a n d  s i m a z i n e .  
I t  w a s  n o t e d  
t h a t  a t  C a s t 1 e  H i 1 1 ,  w h e r e  w e e d  i n f e s t a t i o n  w a s  s e v e r e ,  
r e d u c t i o n  i n  y i e 1 d  w a s  a 1 s o  o b t a i n e d  a t  t h e  1 0 w e r  1 e v e 1  o f  
h e r b i o i d e  a p p 1 i c a t i o n .  
1 1 6  
C .  1 9 7 1  
T h e  f i e 1 d  t r i a 1 s  w e r e  s e t  u p  a t  C a s t 1 e  H i 1 1  a n d  
C a m c l e n  t o  o b t a i n  m o r e  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  y i e 1 d  p e r f o r " " n c e  
o f  t h e  r e c o m m e n d e d  d i u r o n  a n d .  s i l i l a z i n e  r a t e s  a s  c o m p a r e d  t o  
b i g h e r  d o s e s .  
A  com~1ete r a n d o m i s e d  b 1 0 c k  d e s i g n  w i t h  
f i v e  r e p 1 i c a t i o n s  w a s  u s e d .  
T h e  y i e 1 d  d a t a  w a s  u s e d  i n  
a  v a r i a n c e  a n a 1 y s i s  t o  c o m p a r e  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  p 1 0 t s  
( T a b 1 e  2 2 ) .  O V e r a 1 1  w e e d  c o n t r 0 1 ,  c r o p  t o 1 e r a n c e  s c o r e s  
a n d  y i e 1 d  d a t a  a r e  s u m o a r i s a d  i n  T a b 1 e  2 3 .  
T h e  r e s u 1  t s  s h o w ' e d  t h a t  t h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e s  bet,~een h e r b i c i d e  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  p 1 0 t s  
a t  C a m d e n .  
F u r t h e r m o r e ,  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  
c r o p  y i e 1 d s  w e r e  n o t e d  f o r  d i f f e r e n t  h e r b i c i d e  d o s e s .  A t  
C a s t 1 e  H i 1 1 ,  h o w e v e r ,  w h e r e  w e e d  i n f e s t a t i o n  w a s  v e r y  h e a v y ,  
t b e  d a t a  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  h e r b i c i d e  t r e a t m e n t s  w e r e  
e f f e c t i v e  a n d  s i g n i f i c a n t 1 y  i n c r e a s e d  t h e  y i e 1 d s  o f  w h e a t  
u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  e x p e r i m e n t  ( T a b 1 e  2 2 ) .  N o  
d i f f e r e n c e s  i n  c r o p  y i e 1 d s  f o r  d i f f e r e n t  d o s e s  o f  d i u r o n  
a n d  s i l l a z i n e  w e r e  n o t e d ,  b u t  d i u r o n  a n d .  s i m a z i n e  a t  t h e  
r e c o m m e n d e d  r a t e s  w e r e  p a r t i c u 1 a r 1 y  e f f e c t i v e  a g a i n s t  t h e  
. o m i n a n t  b r o a d  1 e a f  w e e d s  ( c a f e  w e e d  a n d  p o t a t o  w e e d ) .  
D .  
R E S I D U E  A N A L Y S I S  
•  
T a b 1 e  2 4  s u m u e r i s e s  t h e  r e s u 1 t s  o f  a 1 g a 1  b i o a s s a y s  
o f  s o i 1  s a m p 1 e s  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t a 1  s i t e s  f o r  h e r b i c i d e  
r e s i d u e s .  
No active residues were detected at Narrabri and 
Camden in 1969, when samp1es for ana1ysis were taken at 
harvest time, near1y six months after herbicide spraying. 
In 1970, soi1 samp1es were taken 160 days after herbicide 
treatment. The residue a na1ysis showed that 1eve1s of 
117 
active diuron and sim..,zine residues were 1ess than 0.01 ppm. 
for p10ts which received the recommended rates. A s1ight1y 
higher amount of simazine residue was detected for the p10t 
which received the higher doses. At Camden, soi1 samp1es 
were taken 3 months after treatment. Leve1s of active 
residues were again 1ess than 0.01 ppm. 
1 1 8  
T a b l e  1 9  
V i s u a l  a s s e s s m e n t  o f  " h C ' n t  a n d  , . , e e d  e - r o w t h  -
C a s t l o  H i l l  ( 1 9 7 0  t r i a l ) .  
E f f e c t s  o f  t h o  d i f f e r e n t  
h o r b i c i d e  t r e a  t l l l e n t s  1 3 3  d < > y s  
a f t e r  s p r a y i n g  o r  1 0 4  d a y s  
a f t e r  p l a n t i n g  
T h e  w h e a t  c r o p  , . a s  a b o u t  
1 8  i n c h e s  h i g h .  
S D I A Z l N E  
C o n t r o l  ( u n t r e a t e d )  
T h e r e  , . o r e  t a l l  r y e  g r a s s  
p l a n t s  a n d  b r o a d - l e a f  w e e d s  
i n  a l l  t h e  c o n t r o l  p l o t s ,  
, . i t h  a  d e n s e  s o c o n d a r y  
g e r m i n a t i o n  o f  , . e o d s  b e l m v ,  
R y e  g r a s s  s e e m e d  t o  b e  c o m -
p e t i n g  b e t t e r  t h a n .  , . h e a  t .  
T h e  r y e  g r a s s  p l a n t s  w e r e  
v e r y  l u x u r i a n t .  
1 . 0 0  I b / a c .  
O n l y  s l i g h t  c o n t r o l  o f  
o r i g i n a l  w e e d s  w a s  e v i d e n t ,  
T h e r e  , . a s  a  h e a v y  s e c o n d a r y  
g e r m i n a t i o n  o f  b r o a d - l e a f '  
\ - I e a d s .  A  n l l l l l b e r  o f  r y e  
g r a s s  p l a n t s  a n d  s u n l 1 l l e r  
g r a s s e s  , . a s  p r e s e n t .  
E f f e c t s  o f  t h o  d i f f e r e n t  
h o r b i c i d e  t r e a t l l l e n t  1 i l 9  d a y s  
a f t e r  s p r a y i n g  o r  1 6 0  d a y s  
a f t e r  p l a n t i n e .  
T h e  " h e a  t  c r o p  , ; a s  a h o u t  
1 4  d a y s  f r o m  h a r v e s t .  T h e  
c r o p  ' i l l S  m a t u r e  b u t  t h o  
s t a l l . ; : s  ' v e r o  n o t  y e t  b r i t t l e .  
~ature r y o  g r a s s  p l a n t s  
v e r e  p r e s e n t  i n  t h e  p l o t s .  
T h e r e  , . a s  a  l a r g e  n u m b o r  o f  
c a p e  , . e e d s  t o o .  O t h e r  w e o d s  
, . e r o  b e l o w  t h e  c r o p  a n d  r y e  
g r a s s  c a n o p y ,  p r o b a b l y  d u o  
t o  ' i o a k e r  c o m p e t i t i v e  p O ' · l e r .  
T h e  p l o t s  w e r e  n o t  
d i f f e r e n t  f r o m  t h e  u n t r o a t e d  
p l o t s .  
-1 1 9  
1  . h o  l b ! a c .  
S l i g h t  c o n t r o l  o f '  o r i g i n a l  T h e r e  s e e m e d  t o  b e  f'm~er 
w e e d s  '~as n o t i c e a b l e .  S e c o n d - w e e d s  p r e s e n t  c o m p a r e d  t o  
a r y  g e r m i n a t i o n  o f '  b r o a d - l e a f '  t h e  p r e v i o u s  t r e a t m e n t .  
' 1 e e d s  h a d  s t a r t e d ,  b u t  t h e y  
, 1 e r e  u n i d e n t i f ' i a b l e  b e c a u s e  
o f '  t h e i r  s m a l l  s i z e .  T h e r e  
,~ere s t i l l  s o m e  t a l l  r y e  
r ; r a s s  p l a n t s o  
1 . 6 0  l b / a c .  ( r e c o m m e n d e d  d o s e )  
T h e r e  w a s  { ; o o d  c o n t r o l  o f '  
o r i g i n a l  ' 1 e c d s ,  b u t  a  : L e w  r y e  
g r a s s  p l a n t s  ' 1 e r e  s t i l l  
v i s i b l e .  S u m m e r  g r a s s e s  
a n d  5 0 1 ' 1 e  b r o a d  l e a f '  ,~eeds 
h a d  g e r m i n a t e d .  
2 . 0 0  l b ! a c .  
G o o d  c o n t r o l  o f '  o r i g i n a l  
w e e d s  ,~as o b s e r v e d .  T h e  
o n l y  o l d  w e e d s  n o t i c e d  ' 1 e r e  
a  f ' m {  s m a l l  r y e  g r a s s  p l a n t s .  
S u m m e r  g r a s s  i 1 . " l d  s t a r t e d  t o  
g e r m i n a t e .  
T h e  v e r y  f ' e w  r y e  g r a s s  
p r e s e n t  w e r e  f ' a r  i ' r o l l l h e i n g  
l : l a  t u r e .  T h e r e  w a s  n o  
i n c r e a s e  i n  t h e  s e c o n d a r y  
g e r m i n a t i o n  o f '  b r o a d  l e a f '  
1 ' J e e d s .  T h o s e  p r e s e n t  ,~ere 
s t u n t e d .  T h e r e  w a s  a n  
i n c r e a s i n g  n u m b e r  o f '  s u m m e r  
g r a s s e s .  
R y e  g r a s s  w a s  ' - J e l l  c o n -
t r o l l e d .  S u m m e r  g r a s s e s  
c o n t i n u e d  t o  g r o w .  T h e  
w h e a  t  c r o p  a  p p e a r e c l  s o m e w h a t  
p o o r .  N o  b r o a c l l e a f '  w e e d s  
w e r e  p r e s e n t .  
D I U R O N  
C o n t r o l  ( u n t r e a t e d )  
A s  d e s c r i b e d  a b o v e .  
0 . 8 0  l b / a c  •  
.  
' ' ' e e d  c o n t r o l  '~as v e r y  p o o r .  
1 2 0  
H e a v y  i n f e s t a  t i o D  o f  r y e  
R y e  g r a s s  a n d  C a  p e  w e e d  p r e s e n t  e r a s s  l l i ' 1 . U  c a u s e d  t h e  w l l e a  t  
w e r e  q u i t e  l u s h ,  t o  t h e  e x t e n t  c r o p  t o  l o d g e .  F r o a d l e a i '  
t h a  t  t h e  ,~hea t  c r o p  w a s  n o t  
a s  s t r o n g  a s  i t  s h o u l d  b e .  
S e c o n d a r y  g e r m i n a t i o n  o f  
b r o a d l e a f  " e e u s  a n d  s U I 1 ' m e r  
g - r a s s e s  ' \ " ' a s  e v i d e n t .  
1  . 2 0  I b / a c  •  
.  
w e e d s  o t h e r  t h a n  C a p e  \~eed, 
s e e m e d  t o  h a v e  b e e n  
s m o t h e r e d  o u t  o r  a t  l e a s t  
r e n a i n e d  s t u n t e d  b y  t h e  r y e  
F , r a s s  a n d  w h e a t  c r o p  s t a n d s .  
S l i e h t  c o n t r o l  o f  r y e  g r a s s  T h e  r y e  g r a s s  i n i ' e s t a t i o n  
, m s  o b s e r v e d ,  b u t  c o n t r o l  o f  " a s  t h i n n e r  t h a n  a t  t h e  
b r o a d l e a f  , . e e d s  " a s  m o r e  l O I t e r  d o s e .  
m a r k e d .  
1 . 4 0  I b / a c .  ( r e c o m m e n d e d  d o s e )  
G o o d  w e e d  c o n t r o l  w a s  
o b v i e u s .  H o w e v e r ,  a  i ' e "  r y e  
g r a s s  p l a n t s  a n d  C a p e  " e e d s  
A  f e "  r y e  g r a s s  p l a n t s  
w e r e  p r e s e n t ,  b u t  t h e y  w e r e  
f a r  f r o m  b e i n g  ~'1.ture. T h e  
, . e r e  p r e s e n t .  S e c o n d a r y  g e r ' " - i ' e  . .  J  b r o a d l e a i '  w e e d s  a n d  
i n a t i o n  o f  n e 1 J  , . e e d s  " a s  a p p -
a r e n t .  S U l l I m e r  g r a s s e s  c o u l d  
a l s o  b e  o b s e r v e d  i n  t h e  p l o t s .  
1 . 3 0  I b / a c .  
s U l l l r I e r  g r a s s e s  h a d  r e t : 1 U i n e d  
s t u n t e d  
G o o d  ,~eerl c o n t r o l  " a s  e £ i ' - V e r y  f e "  r y e  g r a s s  p l a n t s  
e c t e d .  T h e  " h e a  t  c r o p  a p p e a r e d  " e r e  p r e s e n t .  T h e  " I l e a  t  
a  l i t t l e  r e t a r d e d  a s  c o m p a r e d  c r o p  s e e m e d  t o  b e  s l i e h t l y  
t o  t h e  o t h e r  p l o t s .  F e "  s m a l l  a i ' f e c t e d .  O t h e r  , . e e d s  h a d  
s e c o n d a r y  " e e d s  w e r e  s e e n .  b e e n  a l m o s t  e r a d i c a t e d .  
T R I A L L A T E  
C o n t r o l  ( u n t r e a t e d )  
A s  d e s c r ; _b e d  a h o v e  
0 . 5 0  l b / a c .  
T h e r e  , ; a s  p r a c t i c a l l y  n o  
c o n t r o l  o f  r y e  g r a s s .  T a l l  
b r o a d l e a f  w e e d s  ' . e r e  a l s o  
p r e s e n t .  B e n e a t h  t h e  r a t h e r  
d e n s e  c a n o p y  o f  , y h e a  t  a n d  r y e  
g r a s s ,  s e c o n d a r y  , . e e d s  , . e r e  
p r e s e n t .  
0 . 7 5  l b ( a c .  
1 2 1  
•  
T h e  p l o t s  " e r e  n o t  
d i f f e r e n t  f r o m  t h e  u n t r e a t e d  
p l o t s .  
I f e e d  c o n t r o l  w a s  a s  p o o r  N o  v i s u a l  d i f f e r e n c e s  
a s  i n  t h e  p r e v i o u s  t r e a t m e n t .  f r o m  t h e  p l o t s  t r e a t e d  w i t h  
l o w e r  d o s e s  c o u l d  b e  d e t e c t e d .  
1 . 0 0  l b / a c .  
T h e r e  ' v a s  e V i d e n c e  o f  r y e  
e r a s s  c o n t r o l  i n  t h e  p l o t s .  
F e w e r  o r i g i n a l  b r o a d  l e a f  
" e e d s  " e r e  p r e s e n t .  G e r m i n -
a t i o n  o f  s e c o n d a r y  b r o a d l e a f  
, . e e d s  " a s  u n a f f e c t e d  b y  t h e  
h e r b i c i d e  t r e a t m e n t .  
1 . 2 5 1 b / a c  •  
• •  
V e r y  g o o d  c o n t r o l  o f  r y e  
g r a s s  c o u l d  b e  n o t e d .  A  f 8 1 ' }  
b r o a d l e a f  " e e d s  , . e r e  a l s o  
p r e s e n t .  S e c o n d a r y  g e r m i n -
a t i o n  o f  w e e d s  h a d  s t a r t e d .  
A l t h o u g h  a  n u m b e r  o f  r y e  
g r a s s  p l a n t s  w ' e r e  p r e s e n t ,  
t h e  w h e a t  c r o p  s t o o d  o u t .  
T h e  s e c o n d a r y  b r o a d  l e a f  
N e e d s  s e e m e d  t o  b e  u n d e r  
b i o l o g i c a l  c o n t r o l  b y  t h e  
c r o p  d e n s e  c a n o p y .  
N o  r y e  g r a s s  w a s  p r e s e n t .  
•  
T A B L E  19~· W e e d  c o n t r o 1  i n  C a s t 1 e  H i 1 1  
a n d  C a m d e n  ( 1 9 6 9 - 7 0 )  
, Q 6  q  
I  
1 1 1 0  
•  
,  
•  
T R E A T M E N l '  
R A T E S  W E E D  R A T E S  W E E D  
I n  a . i  
C O N T R O L  I n  a . i  C O N T R O L  
1 b / a c r e  
%  
1 b / a c r e  
%  
C a s t 1 e  H i 1 1  
( 8 5  d a y s  
a f t e r  
s p r a y i n g )  
D I U R O N  
0 . 8 0  
- -
•  
0 . 8 0  
- -
1 . 0 5  
3 4  
I  
1 . 2 0  
6 3  
1 . 2 5  
7 7  
1 . 4 0  6 5  
1 . 4 0  
9 2  
1 . 8 0  8 1  
•  
•  
0 . 8 0  
i  S I M A Z I N E  
1 7  
1 . 0 0  
- -
1 . 0 5  
4 0  1 . 4 0  
5 4  
1 . 2 5  
8 0  
1 . 6 0  
7 6  
1 . 8 0  
9 0  
2 . 0 0  8 4  
I  
T R I A L L A T E  
0 . 1 2 5  
- -
0 . 5 0  
- -
0 . 2 5  
- - 0 . 7 5  
- -
0 . 3 0  - - 1 . 0 0  
- -
0 . 7 5  - - 1 . 2 5  
- -
,  
,  
,  
I  C a m d e n  
( 1 2 5  d a y s  
a f t e r  
I  
s p r a y i n g )  
I  
D I U R O N  
0 . 3 2  
0  
0 . 7 0  
-
0 . 7 0  
J 3  
0 . 9 0  4 2  
1 . 0 5  
6 5  1 . 2 0  
7 0  
.  1  . 1 5  
9 0  
1 . 5 0  
9 2  
S D l A Z I N E  
0 . 3 6  
0  
0 . 9 0  
-
0 . 7 0  
4 0  
1 . 1 0  6 0  
1 . 0 5  
7 0  1 . 1 0  
7 5  
1 . 3 5  
8 0  
1 . 5 0  
9 0  
I A L L A T E  
0 . 1 2 5  
- -
0 . 5 0  
- -
I  
0 . 2 5  
- -
0 . 7 5  - -
0 . 5 0  
- -
I  
1 . 0 0  
- -
0 . 7 5  
,  
- -
1 . 2 5  
,  
- -
~ 
1 2 2  
•  
•  
,  
I  
I  
•  
,  
,  
I  
,  
r 
WEED SPECIES 
CryptostenOl. 
ca1endu1a 
(Cape weed) 
Ga1insoya 
,arSi:f10ra 
p'otato weed) 
Lobium ;erenne (Rye grass) 
Poa annua 
(Winter grass) 
Cotu1a sp. 
(Carrot weed) 
OVera11 contro1 of 
TABlE 20. Contro1 .cor. o~ .om. dominant weed .~o~ •• 
at Caet1e H~11 - 85 days a~ter .pray~ng (1969). 
Weed contro1 expressed as ~ of contro1 in untreated p10t 
SIMAZINE DIURON TRIALLATE in 1b/ac. (a.i.) in 1b/ac. (a,i.) in 1b/ac. (a.i.) 
__ ~ ____ ~_ 
__ 
~L 
0.80 11 •05 1.25 11 • 80 O.jJO '1.05 "1.25-r~.40- .125 .25 ;:50 '.75 
I . 
. ' . • 
33 16 66 83 o 31 83 83 
- - - -
o 20 94 94 o 40 73 73 - - - -
33 87 94 94 o 33 87 94 o 33 55 89 
o 40 80 
--
o 
--
50 
-- - -- -- --
o 50 80 100 o 
--
60 80 
- -- -- --
the dominant weeds 1.8 41 85 94 0 21 76 84 - --
-- --
jI I I I I, I , I, __ , , 
_ ~ , __ . 
~ 
I\J 
VJ 
1 2 4  
T A B L E  2 1 .  Y i e l d s  o f  w h e a t  i n  1 9 6 9  a n d  1 9 7 0  
C a e t l e  H i l l  
D I U R O N  
S I M A . Z I N E  
C a m d e n  
,  
D I U R O N  
S I M A Z I N E  
T R I A L L A . T E  
D I O R  O N  
S I M A Z I N E  
f R I A L L A T E  
R A T E S  I N  Y I E L D S  A S  ' "  
l b / a c . ( a . i )  O F  UNTRE~TED 
C O N T R O L  
I ·  
, I  
I '  
0 . 8 0  
1 . 0 5  
1 . 2 5  
1 . 4 0  
0 . 8 0  
1 . 0 5  
1 . 2 5  
1 . 8 0  
0 . 1 2 5  
0 . 2 5 0  
0 . 5 0 0  
0 . 7 5 0  
0 . 3 2  
0 . 7 0  
1 . 0 5  
1 . 1 5  
0 . 1 6  
0 . 7 0  
1 . 0 5  
1 . 1 5  
0 . 1 2 5  
0 . 2 5 0  
0 . 5 0 0  
0 . 7 5 0  
0 . 1 1  
0 . 2 2  
0 . 7 5  
1 . 1 5  
0 . 1 2  
0 . 8 6  
1 . 0 5  
1 . 3 5  
0 . 1 2 5  
0 . 2 5  
0 . 5 0  
0 . 7 5  
1  
I  
,  
I  
I  
1  
I  
i  
,  
- - - -
- - - -
- - - -
- - - -
- - - -
- - - -
- - - -
- - - -
- - - -
- - - -
- - - -
- - - -
9 8 . 3  
- - - -
1 1 1 . 5  
1 0 3 . 1  
1 0 2 . 6  
1 0 2 . 5  
1 0 0 . 0 0  
1 0 1 . 4 -
9 8 . 5  
1 0 0 . 0  
1 0 0 . 0  
1 0 1 . 3  
1 0 2  
1 0 5  
9 6 . 6  
9 8 . 0  
9 3 . 3  
9 0 . 6  
1 0 8 . 0  
1 0 5 . 0  
9 2 . 6  
1 0 1 . 0  
9 7 . ' 3  
9 9  
1 1  
I  
I  
\  
R A T E S  I N  Y I E L D S  A S  ' "  
l b / a c . ( a . i )  O F  UNTRE~TED 
C O N l ' R O L  
0 . 8 0  
1 . 2 0  
1 . 4 0  
1 . 8 0  
1 . 0 0  
1 . 4 0  
1 . 6 0  
2 . 0 0  
9 0 . 6  
1 0 7 . 7  
1 0 7 . 0  
1 0 3 · 0  
8 3 . 7  
1 0 3 . 9  
9 9 , , 2  
8 2 . 0  
1 \  
0 . 5 0  
,  
- - - -
0 . 7 5  
,  
\ !  
,  
,  ,  
,  
1  
,  
,  
,  
•  
,  
,  
,  
r  
,  
1 . 0 0  
1 . 2 5  
0 . 7 0  
0 . 9 0  
1 . 2 0  
1 . 5 0  
0 . 9 0  
1 . 1 0  
1 . 1 0  
1 . 5 0  
0 . 5 0  
0 . 7 5  
1 . 0 0  
1 . 2 5  
0 . 8 0  
1 . 0 5  
1 . 2 0  
1 . 5 0  
0 . 8 0  
1 . 1 0  
1 . 2 0  
1 . 5 0  
0 . 5 0  
0 . 7 5  
1 . 0 0  
1 . 2 5  
I  
,  
I  
I  
- - - -
- - - -
- - - -
1 0 5 . 0  
8 9 . 0  
1 1 4 . 4  
8 2 . 8  
9 7 . ' }  
1 0 1 . 2  
8 6 . 1  
6 5 . 8  
1 0 9 . 9  
9 6 . 3  
1 2 1 . 3  
1 0 1 . 0  
8 9 . 0  
1 0 ) . 4  
1 0 6 . 9  
- - - -
9 5 . 4  
9 1 . 3  
- - - -
9 7 . 3  
1 0 6 . 7  
8 8 . 7  
9 6 . 9  
1 0 0 . 0  
1 2 5  
T a b l e  2 2  
A n a l y s i s  o f  V a r i a n c e  - C a m d e n  f i e l d  t r i a l  ( 1 9 7 1 )  
D r y  w e i g h t  o f  h a r v e s t e d  w h e a , t  ( i n  g r a m s )  
T r e a t m e n t s  R e . l 2 l i c a t i o n s  
1  
2  )  
4  
C o n t r o l  
7 6 6  
6 0 )  
6 9 7  
5 1 )  
D i u r o n  ( 1 . 2 l b / a c )  
6 ) 0  8 2 2  5 5 6  7 8 4  
D i u r o n  ( 1 . 8 l b / a c )  5 6 6  
8 9 6  
6 6 0  
5 2 1  
S i m a z i n e  ( 1 . 4 l b / a c )  
7 9 8  
6 8 2  
6 5 9  
5 ) 8  
S i m a z i n e  ( 2 . 0 l b / a c )  
6 4 )  6 1 8  
6 ) )  
4 0 6  
s o u r c e  o f  v a r i a t i o n  
d . f g  
s . s  m . s o  
R e p l i c a  t i o n  4  
8 ) 5 9 2 . 2  
T r e a t m e n t s  
C o n t r o l  v i s  c h e m i c a l s  1  
2 9 2 6 . 8  2 9 2 6 . 8  
A m o n g  c h e m i c a l s  
E r r o r  
T o t a l  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n  
C o e f f i c i e n t  o f  
v a r i a t i o n  
s t a n d a r d  e r r o r  
o f  m e a n  
)  
) 7 7 4 ) . 0  
1 2 5 8 1 . 0  
1 6  1 9 5 1 2 4 . 6  1 2 1 9 5 . )  
2 4  ) 1 9 ) 8 6 . 6  
1 1 0 . 4 )  
1 7  . 1 5  
4 9 . ) 9  
T r e a t m e n t s  
m e a n  
5  
7 4 8  6 6 5 . 4  
7 8 5  
6 9 ) . 4  
6 ) 2  6 5 5 . 0  
4 8 0  
6 ) 1 . 4  
5 6 8  
5 7 ) . 6  
F .  
0 . 2 4  n .  s .  
1 . 0 )  n .  s .  
T a b l e  2 2 a .  
A n a l y s i s  o f  V a r i a n c e  - C a s t l e  H i l l  f i e l d  
t r i a l  ( 1 9 7 1 )  
D r y  w e i g h t  o f  h a r v e s t e d  w h e a t  ( i n  g r a m s )  
1 2 6  
T r e a t m e n t s  R e p l i c a  t i o n  T r e a t m e n t s  
m e a n  
1  
2  
C o n t r o l  1 0 4 0  
9 0 6  
D i u r o n  ( 1 . 2 l b / a c )  
1
0
3 1  
9 0 7  
D i u r o n  ( 1 . 8 l b / a c )  
1 1 2 6  
8 1 6  
S i m a z i n e  ( 1 . 4 l b / a c )  
9 7 7  
1 2 8 4  
S i m a z i n e  ( 2 . 0 l b / a c )  1 1 0 8  
8 3
0  
S o u r c e  o f  V a r i a t i o n  
d . f .  
R e p l i c a t i o n  4  
T r e a t m e n t s  
C o n t r o l  v i s  c h e m i c a l s  1  
A m o n g  c h e m i c a l s  
E r r o r  
T o t a l  
S t a n d a r d  d e v i a t i o n  
C o e f f i c i e n t  o f  
v a r i a t i o n  
S t a n d a r d  e r r o r  o f  
t h e  m e a n  
3  
1 6  
2 4  
1 5 9 . 1 4  
1 5 . 9 8  
7 1 . 1 7  
I  - s i g n i f i c a n t  a t  1~ l e v e l .  
3  
4  
7 3
8  
8 4 9  
1 0
4
3  
8 6 0  
8 9 6  1 1 2 3  
1 0 5 4  
8 7 3  
5 . S o  
1 5 6 5 9 2  
8 8 6 8 5  
6 3
4
1 0  
3
4
9 9 4 6  
6 5 8 6 3 3  
8 7 4  
9 5 9  
5  
8 5 1  
8 7 7  
1 4 0 5  
1 0 4 9  
1 1 5 5  
1 0 2 3  
1 2 7 5  1 0 9 5  
9 2 2  
9 3 8  
m . s .  
F .  
8 8 6 8 5  
4 . 0 5  I  
2 1 1 3 7  0 . 9 7  
2 1 8 7 2  
TREATMENT 
Castle Hill 
DIURON 
SIMAZINE 
Camden , 
DIURON 
SIMAZINE 
• 
TABLE 23. 
RATES IN 
lb/ac (a.i) 
OVera11 ~eed oontro1, orop to1eranoe 
and yie~d.s of "'heat in 1971 
WEED CONTROL % CROP TOLERANCE % 
70 days 1130 days 110 days a~ter 
a~ter a~ter spray 
I spray spray 
I 
YIELDS % OF 
UNTREATED 
CONTROL 
"' I 2 I I 
, " 
1 .2 50 
1 .8 80 
1.4 80 
.. - --
1 .1+ --
2.0 --
._._- -
- - -
62 
76 
68 
-~ 
84 
94 
100 
92 
90 
7~ 
86 
80 
124.8 
106.2 
119.6 
7J·V 
96.8 
82.1+ 
-'" 
N 
-.J 
1 2 8  
T a b l e  2 4 .  
H e r b i c i d e  r e s i d u e s  i n  t r e a t e d  p l o t s  
f r o m  t h e  f i e l d  t r i a l s  ( 1 9 7 0 )  e s t i m a t e d  
b y  t h e  l i q u i d  a l g a l  t e c h n i q u e  
S i t e  
H e r b i c i d e  
O r i g i n a l  
O . D .  
o f  
%  o f  
t r e a t m e n t  
c h l o r o p b . y l l  
c o n t r o l  
i n  l b / a c .  
e x t r a c t s  
C a s t l e  
0 . 0 0  
0 . 0 9 0  1 0 0  
H i l l  
D i u r o n  
0 . 8 0  
0 . 0 9 2  
1 0 2  *  
( 1 5 7  d a y s  
1 . 2 0  
0 . 0 9 2  1 0 2  
a f t e r  
s p r a y i n g )  
1 . 4 0  
0 . 1 1 0  
1 2 2  
1 . 8 0  
0 . 0 9 4  1 0 4  
0 . 0 0  
0 . 0 9 5  1 0 0  
D i m a z i n e  
1 . 0 0  
0 . 0 9 8  1 0
3  
( 1 6 5  d a y s  
1 . 4 0  
0 . 0 9 8  
1
0
3  
a f t e r  
s p r a y i n g )  
1 . 6 0  
0 . 1 0 2  
1 0 7  
2 . 0 0  
0 . 0 9 3  
9 8  * *  
C a m d e n  
D i u r o n  
0 . 0 0  
0 . 0 9 5  1 0 0  
( 1 2 0  d a y s  
0 . 7 0  
0 . 1 0 5  
1 1 0  
a f t e r  
s p r a y i n g )  
0 . 9 0  
0 . 0 9 2  
9 7  
1 . 2 0  
0 . 1 0 2  
1 0 7  
1 . 5 0  
0 . 1
0
3  1 0 8  
S i m a z i n e  0 . 0 0  
. 0 8 8  
1 0 0  
( 1 2 0  d a y s  
0 . 9 0  
. 0 8 7  1 0 0  
a f t e r  
s p r a y i n g )  
1  . 1 0  
. 0 9 0  1 0 2  
1 . 3
0  
. 0 8 4  
9 5  
1 . 5 0  
. 0 7 8  
9 0  
~ S t i m u l a t o r y  r e s p o n s e  i n d i c a t e s  t r a c e s  o f  a c t i v e  
h e r b i c i d e  r e s i d u e s  
* *  T o x i c  r e s p o n s e  i n d i c a t e s  b . a r m f u l  r e s i d u e s .  
1 2 9  
8 . 4  
- - .  
D i s c u s s i o n  
•  7  
1  •  
,.,.~,=:!:~:,:::: 
- . _ -
" ' o r  t h e  N a r r a b r i  t r i a l s ,  a l t h o u g h  n o  s t ' l t i s t i c a l  
a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  O l l t ,  i t  w a s  a D l ? a r e n t  t h a t  t h e T ' e  w e r e  
n o  d i f f e r e n c e s  i n  y i e l s  i n  b o t h  1 9 6 9  a n d  1 9 7 0 .  ( T a b l e  1 9 ) .  
T h e  N n r r a b r i  t r i a l s  w e r e  i n i t i a l l y  s e t  u p  t o  s t u d y  t h e  
e f f e c t s  o f  d i u r o n  a n d  s i m a z i n e  o n  w i l d  o a t s  a n d  r y e 3 r a s s ,  
b u t  t h e  L . b s e n c e  o f  t h e s e  w e e d s  i n  t h e  p l o t s  d i d  n o t  a l l o w  
f o r  a n  a s s e s s m e n t  o f  w e e d  c o n t r o l .  H o w e v e r ,  t h e  a b s e n c e  
o f  i n j u r y  t o  t h e  w h e a t  c r o p  a n d  t h e  u n a f f e c t e d  w h e a t  y i e l d  
a t  t h e  r e c o m m e n d e d  d o s e s  s h o W G d  t h a t  d o s a g G s  u p  t o  0 . 7 5  I b / a c  
f o r  d i u r o n  a n d  1 . 0 5  I b / n c  f o r  s i r o a z i n e  w e r e  t o l e r a t e d  b y  
w h e a t  u n d e r  t i l e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  e x p G r i m e n t .  
W i t h  d o s e s  
a b o v e  t h e  r e c o m m e n d e d  r a t e s ,  i n j u r y ,  a  r e t a r d a t i o n  i n  e a r l y  
g r o w t h  a n d  a  s l i  " h t  t h i r l l 1 i n g  o f  t h e  c r o p  w e r e  o b s e r v e d  i n  
s o m e  p l o t s .  
H o w e v e r ,  t h G  d i s a n p e " , r . 1 J . 1 c e  o f  s o m e  s e G d l i n , ' · s  
w a s  c o m p e n s " , t e d  f o r  b y  i m p r o v e d  t i l l e r i n g ,  u n d  t h e  f i n a l  
y i e l d . v a s  n o t  a f f e c t e d  ( T a b l e  1 9 ) .  T h e  r e s i d u e  a~alysis 
o f  s o i l  t r e a t e d  w i t h  t h e  r e c o I l U n e n d e d  d o s e  s h o w e d  t h . a t  l e v e l s  
o f  a c t i v e  d i u r o n  a n d  s i m a z i n e  J . · e s i d u e s  w e r e  l e s s  t ' l a n  0 . 0 1  
p p m ,  1 6 5  d a y s  a f t e r  t r e a t m e n t .  
' I ' I L i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e r e  
v ' I o u l d  b e  n o  r i s k  i n  r e p l · m t i n g  t h e  a r e a  a f t e r  h a r v e s t .  
I n  1 9 7 0 ,  a  s l i C ; l 1 t  c a r r y - o v e r  o f  s i m a z i n e  w a s  d e t e c t e d  w h e n  
i : ; h e  p l o t s  r e c e i v e d  t h e  h i g h e r  d o s e s  ( 1 . 5  I b / a c ) ,  
C l ' c l Y  a n d  
I v e n s  ( 1 9 6 6 )  h,~d r e p o r t e d  t h a t  r e s i d u e s  o f  t h e  o r d e r  o f  0 . 1  
t o  0 . 2  I b / a c  w o u l d  b e  s u f f i c i e n t  t o  c a u s e  s e r i o u s  i n j u r y  
t o  U 1 a a l l  s e e d e d  · J . r a b l e  c r o p s .  
T h e r e f o r e ,  i t  s e e m e d  l i k e l y  t h a t  a t  d o s e s  a b o v e  t h e  
r e c o m m e n d e d  r a t e s ,  t h e r e  w o u l d  b e  a  d a n g e r  o f  r e s i d u a l  
e f f e c t s  i n  r e  l l a n t i n "  e h e  a r e a  6  m o n t h s  a f t e r  s  "r,~,yine; 
w i t h  s i m a z i n e  ( 1 . 5  I b / a c ) .  
2 .  C a s t l e  H i l l  a n d  C a m d e n  
_ _  F  . "  •  _ '  . _  
D i u r o n  a n d  s i m a z i n e  a p p l i e d  a t  t h e  c a l c u l a t e d  
1 3 0  
o p t i l T _ l  r [  t e s ,  g a v e  / , ; o o d  c o n t r o l  o f  t h e  w e e d s  p r e s e n t  i n  t h e  
p l o t s ,  v r l t h  n o  d e l e t e r i o u s  e f f e c t  o n  t h e  g r o w t h  o r  y i e l d  o f  
t h e  w h e , . t  a r o p ,  
I n  C a s t l e  H i l l ,  w h e r e  w e e d  i n f e s t a t i o n  w a s  d e n s e ,  
t h e  r e c o m m e n d e d  r ' t e s  o f  d i u r o n  ' , n d  s i m a z i n e  c o n s i s t e n t l y  
m a i n t a i n ' d  w e e d  c O ' 1 t r o l  ( T a b l e  2 0 )  w l t i l  t h e  c r o p  c a n o T l Y  w a s  
f u l l y  d e v e l o p e d .  
( P l a t e s  8 , 1  a n d  8 . 2 ) .  A t  t h e s e  r a t e s ,  
t h e  w h e ' ,L  t s h o w e d  a n  e a r l y  m a x i m u m  v i g o u r ,  a s  i t  w a s  f r e e  f r o m  
w e e d  c o m p e t i t : ' - o n  f o r  m O i s t u r e ,  n u t r i e n t s  a n d  s u n l i g h t ,  
I t  d e v e l o p e d  a  d e n s e  c a n o p y  o f  f o l i ; ) . [ , e  w h i c h  l a t e r  r e s t r i c t e d  
t h e  r ; r o w t h  o f  s e c o n d ' t r y  w e e d s ,  a n d  t h u s  m a d e  u n l i k e l y  a  r a p i d  
r e t u r n  t o  h i g h  V l e e d  d e n s i t y ,  
A f t e r  3  - 4  m o n t h s ,  t h e  w h e a t  
c a n o p y  w a s  s o  d e n s e  t h a t  i t  e x e r c i s e d  e f f e c t i v e  b i o l o g i c a l  
c o n t r o l  o f  emer~in,q; w e e d s .  T h e  o r e s e n c e  o f  w e e d s  o b s e r v e d  
a t  t h i s  s t a g e  i n d i c a t e d  t h  t  t h e  r e s i d u a l  e f f e c t  o f  t h e  
a d d e d  h e r b i c i d e  w a s  r e d u c e d  a n d  p o s s i b l e  d a m a g e  t o  a  l a t e r  
c r o p  w a s  n o t  t o  b e  e x p e c t e d .  
T h e  t r i a l s  C l e [ l r l y  s h o w e d  t h a t  h e r b i c i d e  d o s e s  a b o v e  
r e c o m m e n d e d  r : t t e s ,  ' j , l t h o l l ,  ' h  p r o v i d i n " ;  e x c e l l e n t  w e e d  c o n t r o l  
(907~) , d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e  y i e l d s  a b o v e  t h o s e  f r o m  
1 3 1  
p l o t s  t r e a t e d  w i  t~l t  h e  r e c o m m e n d e d  r a t e s ,  w h i  c h  p r o v i d e d  
o n l y  7 0 %  w e e d  c o n t , . . o l ,  ( T a b l e  2 1 ) .  Furt~1.f~rmore , h a r m f u l  
r e s i d u e  e f f e c t s  a f t e r  h ' - l . r v e s t  w e r e  n o t e d  a t  t h e  h i ( h e r  d o s e s .  
T h i s  w a s  i l l u s t r a t e d  b y  t h e  a b s e n c e  o f  w e e d  a t  h a r v e s t  t i m e  
i n  t h e  p l o t s  w i t h  h i , ; h  h e r b i c i d e  t r e a t m e n t  i n  t h e  1 9 7 1  f i e l d  
t r i a l s  ( P l a t e  8 . 3 ) .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  u s e  
o f  a  d o s e  w h i c h  c o u l d  l T n i n t a i n  7 0 J ' o  V l e e d  c o n t r o l  o v e r  a n  
a d e o u a t e  n e r i o d  d u r i n ! '  t h e  e a r l y  p ; r o w t h  o f  t i l e  c r o p s  c o u l d  
b r i n p ;  d i s t i n c t  a d v a n t a , g ; e s  a n d  s h o u l d  b e  p r e £ e r c e d  t o  a  d o s e  
g i v i n , '  c o m p l e t e  w e e d  c o n t r o l .  
R a i n f a l l  h a s  b e e n  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  o f  i m p o r t a n c e  
f o r  m o s t  pre-emer~ence h e r b i c i d e s  t o  b e  e f f e c t i v e .  
I t  ( 1 )  
m o v e s  t h e  h e r b i c i d e  i n t o  t h e  s o i l  t h u s  r e d u c i n g  l o s s  f r o m  t h e  
s o i l  s u r f a c e ,  ( 2 )  b r i n , ' s  t h e  h e r b i c i d e  i n t o  c o n t a c t  w i t h  
o - e r m i n a t i . n - '  w e e d  s e e d s ,  ( 3 )  ! ) r o v i d e  a d e q u a t e  m o i s t u r e  f o r  
a b s o r n t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e  b y  t h e  w e e d  s e e d l i n . ' s  ( S t i c k l e r  
e t  a I ,  1 9 6 9 ) .  I t  h a d  a . l s o  b e e n  s h o w n  t h a t  b o t h .  s i m a z i n e  a n d  
d i u r o n  w e r e  m o r e  t o x i c  u n d e r  h i [ ' h  t h a n  u n d e r  l o w  m o i s t u r e  
c o n d i t i o n s .  I n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n ,  h o w e v e r ,  t h e  
h e r b i c i d e s  w e r e  m e c h a n i c a l l y  i n c o r p o r a t e d  t o  a n  a p p r o n r i a t e  , i  
d e p t h .  T h e  o n l y  f u n c t i o n  o f  r a i n f a l l  t h e n  m i v h t  b e  t o  
p r o v i d e  o p t i m u m  s o i l  m o i s t u r e  f o r  a b s o r p t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e  
b y  w e e d  s e e l i n e s .  T h . e  r e s u l t s  a t  C a s t l e  H i l l ,  w h i c h  h a d  
a  s e v e r e  w e e d  i n f e s t a t i o n ,  s l l o w e d  a n  a d d i  tion,~l a d v a n t a v e  
i n  t h e  u s e  o f  d i u r o n  a n d  s i m a z i n e  a s  i n c o I ' n o r a t e d  p r e - p l a n t i n g  
h e r b i c i d e s .  T h e  c h e m i c a l s  c o u l d  b e  i n c o r n o r a t e d  i n t o  t h e  s o i l  
•  
1 3 2  
f r o m  a  p e r i o d  o f  2 4  h o u r s  t o  4  w e e k s  n~ior t o  w h e a t  p l a n t i n g .  
T h i s  w 0 1 ) . l d  a l l o " , 7  a  c e r t a i n  f l e x i b i l i t ; ) '  i n  t h e  c h o i c e  o f  
s u i  t a b l e  . c o i l  m o i s t u r e  c o n d i t i o n s  f o r  h e r b i c i d e  a p p l i c c , t
i  
o n  
u n d e r  t h e  p r e v a ;  l i n . " :  c l i r . n t i c  c o n d i .  t i o n s .  
T h e  f i e l d  t r " l 1 ' l s  a l s o  s h o w e d  t h a t  a n y  y i e l d  i n c r e a s e ,  
r e s u l t i n  - f r o m  t h e  r e m o v < J . l  o f  w e e d  c o : n p e t i  t i o n  d u . r i n "  t h e  
e a r l y  s t a . , o - e s  0 "  w i n  t e r  v l h e a t  " r o w t i l ,  w a s  n o t  t h e  o n l y  b e n e f i t .  
T h e  h e l ' b i c i d e  t r e  I t l I l e n t  r e t a r d e d  w e e d  p " r o w t h ,  c r . u s i n r r  a  d e l a y  
i n  s e e d  f o r m a t i o n  o f  t h e  w e e d  p l a n t s .  
T h e  a b s e n c e  o f  w e e d  
s e e d s  a t  h u x v e s t  t i m e  w o u l d  ; r e '  t l y  r e d u c e  g r a d i n n - c o s t s  a n d  
a  h i  I "  h e r  r e t u r n  w o u l d  b e  o b t a i n e d  f o r  a  h i g h  q u a l i t y  p r o d u c t .  
T h e  s u c c e s s f u l  b i o l o , ' i c a l  c o m p e t i t i o n  o f  t h e  d e n s e  c r o p  
a g a i n s t  t h e  y o u n . "  w e e d s  w o u l d  e n s u r e  a  s t u n t e d  w e e d  g r o w t h ,  
a n d  t h u s  i n c r e a s e  t h e  e a s e  o f  m e c h a n i  c a l  h a r v e s t i n . o : .  
F u r t h e r m o r e ,  a f t e r  c r o p  h , L r v e s  vin'~, i t  w o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  
r e m o v c  t h e  w e e d  o l ' m t s  b e f o r e  t h e i r  s e e d  s e t t i n g  b y  m e c h a n i c a l  
c u l  t i  v '  t i o n .  I n  A u s t r · l l i a . ,  l a b o u r ,  p o w e r ,  a n d  m a c h i n e r y  c o s t s ' . ,  
a p p r o x i m ' 1 t e  o n e  t h i r ' d  o f  t h e  t o t a l  c o s t  o f  c e r e a l  p r o d u c t i o n ,  
s o  t h a t  t h e s e  b e n e f t t s  w o u l d  b e  p o t e n t i a l l y  o f  c o n s i d e r a b l e  
i m p o r t a n c e .  
I t  c o u l d  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  r e c o m m e n d e d  r a t e s  o f  
h e r b i c i d e  a ' F l l i c , ' t i o n  d e r i v e d  f r o m  a d s o r p t i o n  v a l u e s  o b t a i n e d  
b y  t h e  a l / ' , a l  t e c h n i  u e s  w e r e  r e l i  l b l e  a n d  e f f e c t i v e  i n  t h e  
f i e l d  t r i a l s .  
l ! ' u r t h e r m o r e ,  t h e  a l g a l  t e c h n i "  u e s  c o u l d  b e  
u s e d  t o  d e t e c t  a c t i v e  r e s i d u e s  i n  s o i l s  w h i c h  h a d  b e e n  
p r e v i o u s l y  tre,~ t e d  w i t h  s i r n u z i n e  O L '  d i u r o n .  
1 3 3  
T h e  t e c h n i a u e s  V l o u l d  t a k e  i n  t o  a c c o u n t  s u c h  r e s i d u e s ,  
a n d  p r e v e n t  a d v e r s e  a d d i t i v e  e f f e c t s  i n  s u b s e q u e n t  h e r b i c i d e  
r e c o m m e n d a t i o n s  f o r  t h e  s~e s o i l .  
1 3 4  
8 . 5  S u m m a r y  
1 .  T h e  a l g a l  t e c h n i q u e s  ( p a p e r  d i s c  a n d  l i q u i d )  
a r e  s u i t a b l e  t o  d e t e r m i n e  t h e  a d s o r p t i o n  o f  d i u r o n  
a n d  s i m a z i n e  b y  s o i l s  a t  t h e  t h r e e  t r i a l  s i t e s .  
2 .  T h e  a d s o r p t i o n  d a t a  b y  p a p e r  d i s c  t e c h n i q u e  a r e  
u s e d  f o r  h e r b i c i d e  d o s a g e  r e c o m m e n d a t i o n s  ( d i u r o n  a n d  
s i m a z i n e ) .  T h e  r e s u l t " !  o f  t b . e  f i e l d  t r i a l s  ( w e e d  
c o n t r o l  a n d  w h e a t  y i e l d s )  o v e r  t h e  t h r e e  y e a r s  a t  t h e  
t h r e e  s i t e s  c o n f i r m  t h e  r e c o m m e n d a t i o n  p r o c e d u r e s  a s  
c o r r e c t  a n d  r e l i a b l e .  
3 .  T h e  t r i a l s  a t  C a s t l e  H i l l  e m p b a s i s e  t h e  a d v a n t a g e  
o f  i n c o r p o r a t i o n  a n d  p r e - p l a n t i n g  t r e a t m e n t s .  T h e  
t i m i n g  o f  h e r b i c i d e  c a n  b e  a d j u s t e d  t o  m a t c h  f a v o u r a b l e  
s o i l - m o i s t u r e  c o n d i t i o n s .  
4 .  P r e - e m e r g e n c e  t r e a t m e n t s  w i t h  t h e  h e r b i c i d e s  
p r o v i d e  s u f f i c i e n t l y  l o n g - l a s t i n g  c o n t r o l  t o  p r o t e c t  
t h e  w h e a t  c r o p  f r o m  w e e d  c o m p e t i t i o n  d u r i n g  t h e  e a r l y  
g r 0 1 j t h  s t a g e s .  A t  l a t e r  s t a g e s  o f  c r o p  d e v e l o p m e n t  
t h e  t o x i c i t y  o f  t h e  h e r b i c i d e s  i s  r e d u c e d ,  b u t  t h e  
d e n s e  c r o p  c a n o p y  i s  a b l e  t o  c o m p e t e  s u c c e s s f u l l y  
a g a i n s t  t h e  e m e r g i n g  w e e d s .  
5 .  T h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  h e r b i c i d e  a t  t h e  
r e c o m m e n d e d  d o s e s  i s  c o n s i s t e n t 1 . y  h i g h ,  a n d  g o o d  
c o n t r o l  o f  b r o a d - l e a f  ~eeds i s  a c h i e v e d .  
6 .  T h e  r e s i d u a l  a c t i v i t y  o f  d i u r o n  a n d  s i m a z i n e  
i s  s h o r t  a n d  a t  t h e  r e c o m m e n d e d  r a t e  i s  u n l i k e l y  t o  
e x c e e d  s i x  m o n t h s .  
T h e r e  i s  t h e r e f o r e  n o  risl~ o f  
h e r b i c i d e  d a m a g e  t o  s u c c e e d i n g  c r o p s .  
H J  
P l a t e  8 . 1  
F i e l d  t r i a l  w i t h  d i u r o n  
C a s t l e  H i l l  (  6 0  d a y s  a f t e r  s e w i n g ) .  
P l a t e  8 . 1 . A  
P l a t e  8 . 1 . B  
P l a t e  8 . 1 . C  
P l a t e  8 . 1 . D  
C o n t r o l  p l o t .  W h e a t  p l a n t s  a r e  
i n d i c a t e d  b y  a r r o w s .  
D i u r o n  a p p l i e d  a t  1 . 0 5  l b / a c .  
W h e a t  p l a n t s  a r e  i n d i c a t e d  b y  
a r r o w s .  
D i u r o n  a p p l i e d  a t  t h e  r e c o m m e n d e d  
r a t e  ( 1 . 2 5  l b / a c . )  
D i u r o n  a p p l i e d  a t  a  d o s a g e  a b o v e  t h e  
r e c o m m e n d e d  r a t e  ( 1 . 4 0  l b / a c . )  
P l a t e  8 . 2  
F i e l d  t r i a l  w i t h  s i m a z i n e  
C a s t l e  H i l l  ( 6 0  d a y s  a f t e r  s o w i n g )  
P l a t e  8 . 2 A  
P l a t e  8 . 2 . B  
P l a t e  8 . 2 . C  
P l a t e  8 . 2 . D  
C o n t r o l  p l o t .  W h e a t  p l a n * s  a r e  
i n d i c a t e d  b y  a r r o w s .  
Sin~zine a p p l i e d  a t  1 . 0 5  l b / a c .  
Sin~zine a p p l i e d  a t  t h e  r e c o m m e n d e d  
r a t e  ( 1 . 2 5  l b / a c ) .  
Sin~zine a p p l i e d  a t  a  d o s a g e  a b o v e  
t h e  r e c o m m e n d e d  r a t e  ( 1 . 8 0  l b / a c . )  
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T h e  m o d e s  0 1 "  a c t i o n  o f  h e r b i c i d e s  h a v e  b e e n  i n t e n s i -
v e l y  e x a m i n e d  i n  r e c e n t  y e a . r s  f r o m  p h y s i o l o g i c a l  a n d  b i o c h e -
m i c a l  s t a n d p o i n t s .  
H o w e v e r ,  p r o g r e s s  t o w a r d s  a n  u n d e r s t a n d -
i n g  o f  t h e  m e c h a n i s m s  o f  a c t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e s ,  h a s  b e e n  
v e r y  s l o w  b e c a u s e  o f  t h e  c o m p l e x i c i t y  o f  t h e  p r o b l e m s .  
I t  i s  r e a s o n a b l e  t o  a s s u r . l e  t h a t  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  a n y  
c h e m i c a l  m i g h t  a f f e c t  m o r e  t h a n  o n e  v i t a l  p r o c e s s  i n  t h e  
p l a n t .  T h e  m o s t  s e n s i t i v e  p r o c e s s ,  w h i c h  i s  a f f e c t e d  f i r s t  
o r  a t  t h e  l o w e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c h e m i c a l ,  i s  u s u a l l y  
c o n s i d e r e d  a s  t h e  p r i m a r y  s i t e  o f  a c t i o n .  A  n u m b e r  o f  
m e t a b o l i c  f u n c t i o n s  i n  p l a n t s  c e l l s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  b e  
a f f e c t e d  b y  h e r b i c i d e s .  M a n y  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  e x e r t  a t  
l e a s t  p a r t  o f  t h e i r  p h y t o t o x i c  a c t i o n  b y  i n h i b i  h n g  t h e  H i l l  
r e a c t i o n  i n  p h o t o s y n t h e s i s ,  ( I i ! o r e l ' J . n d ,  1 9 6 7 ;  G o o d ,  1 9 6 1 ;  
K e r r  a n d  \ ' l a i n ,  1 9 6 4  b ;  B a l d w i n  e t  a l ,  1 9 6 8 ) .  S o m e  
h e r b i c i d e s  i n t e r f e r e  w i t h  r e s p i r a t i o n ,  a n d  t h u s  w i t h  t h e  
m i t o c h o n d r i a l  s y s t e m  i n  p l a n t  c e l l s  ( K e r r  a n d  W a i n ,  1 9 6 4  b ;  
J o n e s  a n d  W a t s o n ,  1 9 6 5 ;  N e g i  e t  a l ,  1 9 6 8 ) .  
O t h e r  h e r b i c i d e s  
a r e  a b l e  t o  i n h i b i t  c e l l  d i v i s i o n  ( H i l t o n  e t  a l ,  1 9 6 3 ;  
B r i a n ,  1 9 6 4 ) ,  o r  a f f e c t  t h e  m e t a b o l i s m  o f  n u c l e i c  a c i d s  
( J I ! o r e l a n d ,  1 9 6 7 ) .  
137 
The classification of herbicides as inhibitors 
of growth , cell division , or photosynthesis is an over-
simplification. For exnr'lpl e , carbamates were first 
classified as inhibitors of cell division , but it has been 
recently shovm that some of the carbamates may in fact 
inhi hi t photosynthesis (Herrett and Kramer , 1966) . 
Among the several metabolic processes that are 
affected by herbicides , photosyntt,esis is sensitive to a 
la~ge numbel of chemicals currently used for weed control , 
e . g . phenylureas , s - triazines , uracils , umides, benzimidazo-
les , benzonitriles ano carbamates. 
On account of the high toxicity and long residual 
activity of sOJ:!e herbicides which inhibit photosynthesis 
(e . (C, o phenylurea herbicides) , an understanding of their 
mode of action may help in the improvement of a safer and a 
more econoT.lic8.1 ll.se of these chem::,c'11s 0 
102 ~le£!ron tlicros,copic ,and Bioch,emical Studies 
Although tr:e phenylurea herbicides have been used in 
a nL@ber of biochemical studies , a clear and simple picture 
cannot be drawn of their mode of phytotoxic action. 
(c.f. Review, Section 1.2 of Part 1). A study of the 
ul trastrllcturEcl effects of the phenylurea herbicides on 
algal cells , particularly on the chloroplasts , might 
contribute to the understanding of their mode of action. 
1 3 8  
C e l l s  c a n  o e  e x a m i n e d  i n  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  
o n l y  " , f t e r  t h e y  h a v e  b e e n  f ' i x e d ,  u n d  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  
f o l l o ' l J  t h e  c h a n , ' e s  i n  t h e  S ' l m e  c e l l  \ ' I i  " h  t i m e .  
T h u s ,  t h e  
e l e c t r o n  m i c r o f ' ; r a p h  u r e s e n t s  a  s t e - c i c  D i c t u r e  o f  o n e  p l a n e  
t h r o u , ' f  t h e  c e l l ,  s t o p p e d  a t  a  g i v e n  m o m e n t  i n  t i n : e .  
E x a m i n L t i o n  o f  s e r i a l  s e c t i o n s ,  h o w e v e r ,  h  . •  s  i n c r e a s e d  t h e  
a . m o u n t  o f '  i n f ' o l ' m a t i o n  w h i c h  c a n  b e  o b t a i n e d  f r o m  s i n { c l e  
s e c t i o n s .  E l e c  t r o n  m i c r o s c o p y  c l e a r l y  s h o w s  t h e  d i s t r i b u -
t i o n  c m d  o r g a n i s  _  t i o n  o f  c e l l  s u b s t u n c e ,  b u t  u s u a l l y  g i v e s  
o n l y  l i m i t e d  i n f o r m a , i o n  a b o u t  t h e  c h e m i c ' l . l  n a t u r e  a n d  
f u n c t i o n s  o f  t h e  d i f f e r e n t  p e r t s  o f  t h e  c e l l .  H o w e v e r ,  
s p e c i f i c  s u b s t a n c e s  ( e ' 6 '  l a b e l l e d  c h e m i c a l s )  u s e d  i n  t h e  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  h o . v e  L _ d e  i t  p o s : o i b l c c  t o  l o c a t e  c e r t a i n  
r e a c t i o n  s i t e s  w i  t h i n  t h e  c e l l s .  B i o c h c m i c r . l  s t u d i e s ,  o n  
, h e  o t h e r  h L n d ,  p r o v i d e  i n l ' o r l r . ' l t i o n  o n  p h y s i o l o r : i c a l  c h a I l b e s  
u n d  b i o c h e m i c a l  r e a c t i o n s ,  b u "  d o  n o t  a l w a y s  ~i v e  t h e  
1 0 c ' l t i o n  o f  a c t i v e  s i t e s  o r  s h o w  s t r u c t u r a l  c h a n . ; e s  a n d  
i n t e r a c t i o n  o f  o r g a n e l l e s l i i t h i n  t h e  c e l l .  T h e r e f o r e ,  
s e q u e r . c e s  o f  r e a c t i o n s  c " . n  b e  b i o c h e m i c a l l y  i n v e s t i g a t e d  
, n d  s t u d i e d  i n  d e t a i l ,  b u t  t h e  W 2 . y  i n  V l h i c h  t h o s e  d i f f e r e n t  
r e ' l c t i o n s  I~e i n t e r r e l a t e d  i n  t h e  c e l l  i s  n o t  r e v e a l e d .  
T h u s ,  I ' / h i l e  t r . e  b i o c h e m i s t  p r o v i d e s  a n  L m d e r s t u n d i n g  o i '  
c e l l  c l ' . e m i s t r y ,  t h e  e l e c t r o n  l l l i c r o s c o o i s t  h i v e s  a  d e t a i l e d  
p i c t u r e  o f  t h e  f i n e  s t r u c t u r e  o f  t h e  c e l l .  
1 3 9  
I n  u s i n g  b o t h  a p p r o a c h e s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  r e l a t e  
d i s t i n c t  b i o c h e m i c a l  f u n s t i o n s  t o  s t r u c t u r e s  s e e n  i n  
t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e ,  a n d  a  b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  
c e l l  o r g a n i z a t i o n  c . n d  f u n c t i o n s  c a n  b e  o b t a i n e d .  
1 4 0  
1 . 3  E l e c t " o n  ; , l i c r o s c o p y ,  , i n  H e r b i c i d e  t i t u d y  
A l t h o u t ; ; h  t h . e  g r o s s  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  p l a n t s  
t r e a t e d  w i t h  h e r b i c i d e s  h a v e  b e e n  ! : ' e p o r t e d  i n  a  n w n b e r  o f  
p a p e r s ,  \ ' / f , r d l a w ,  0 . " 1 . ,  1 9 5 3 ;  G o r t e r  a n d  ~an D e ! : ' z V l e e p ,  1 9 6 4 ;  
K i e r m a y e r ,  1 9 6 4 ;  ( F i s h e r  e t  a l ,  1 9 6 8 ;  l i . o d e b u s h  L i l l d  A n d e r s o n ,  
1 9 7 0 )  t h e r e  i s  r e l a t i v e l y  l e s s  i n f o r u a t i o n  a t  l i g h t  m i c r o s -
c o p y  l e v e l .  
O n l y  r e c e n t l y ,  h a s  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  b e e n  
u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  u l t r a s t r u c t u r a l  c h " l 1 i ; e s  i n  c e l l s  o f  
t r e a t e d  p l D . . . . ' Y l  t s .  T h e s e  s t u d i e s  h a v e  m o s t l y  b e e n  w i t h  h e r b i -
c i d e s  i n d u c i n g  c h l o r o s i s  i n  p l a n t s .  
U s u a l l y  w h o l e  p l a n t s  
a r e  u s e d  u s  t e s t  m ' l t e r i  l I s  ( A s h t O L  e t  a I ,  1 9 6 3 ,  B a r t e l s  a n d  
P e g e l o w ,  1 9 6 8 ;  B a u r  e t  a I ,  1 9 6 9 ;  G u i l l o t - S : : . l o i l l o n ,  1 9 6 6 ;  
- -
H i l l  e t  ~1 , 1 9 6 8 ;  l i a l l a m ,  1 9 7 0 ) .  T h e  u s e  o f  h i b h e r  p l a n t s  
p o s e s  r : ; . L ' Y l Y  d i f f i c u l t i e s  i n  t h e  s t u d y  o f  m o d e  o f  a c t i o n  o f  
t h o s e  h e r b i c i d e s  ' , ' I t - . i c h  p r i m a r i l y  i n t e r f e r e  w i t h  p h o t o s y n t h e s i s .  
B e c a u s e  o f  t h e  t r a n s p o r t  o f  t t l e s e  h e r b i c i d e s  f r o m  t h e  r o o t s  
t o  t h e  l e ' l v e s  a n d  t h e  t r a n s l o c a t i o n  t h r o u J h  n o n - p h o t o s y n t h e -
t i c  t o  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  s i t e s ,  i t  i s  n o t  a l w a y s  p o s s i b l e  t o  
s e p a r a t e  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  e f f e c t s  o c c u r r i n g  i n  t h e  
a d j a c e n t  c e l l s  f r o m  t h o s e  i n  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  c e l l s .  
I n  a d d i t i o n ,  i n  s o m e  m o n o c o t y l e d o n o u s  L i l l d  d i c o t y l e d o n o u s  
p l m l t s  p h o t o s y n t h e t i c  c e l l s  i n  t h e  m e s o p h y l l  a n d  i n  t h e  
v a s c u l a r  b u n d l e  s h e a t h  p a r e n c h y m a  o f  t h e  l e : " f  h a v e  d i f f e r e n t  
t y p e s  o~ c h l o r o p l a a t a .  
T h e s e  d i f f e r  i n  s i z e ,  a n d  i n  t h e  
e x t e n t  o f  g r a n a l  s t a c k i l 1 6 .  
I  
1 4 1  
S h u m w a y  a n d  W e i e r ,  1 9 6 7 ;  L a e t s c h  e t  a l ,  1 9 6 6 ;  L a e t s c h ,  
1 9 6 8 ;  W a l k e r  a n d  C r o f t s ,  1 9 7 0 ;  D o w n t o w n  e t  a l ,  1 9 6 9 ;  
K a r p i l o v  ~! a l ,  1 9 7 1 ;  C h a n g  a n d  ' L ' r o u g h t o n ,  1 9 7 2 ) .  
Conse~uently , interpret~tion o f  o b s e r v a t i o n s  a f t e r  
h e r b i c i d e  t r e a t m e n t  c a n  b e  d i f f i c u l t .  
' L ' h e  u s e  o f  u n i c e l l u l ' l r  a l g a e  ( C h l o : r e l l a  s p Y  w h i c h  
a r e  p h y s i o l o g i c a l l y  s i m i l a r  t o  h i g h e r  g r e e n  p l a n t s ,  r e m o v e s  
t h e  . p r o b l e m s  i n v o l v e d  i n  t r a n s l o c a t i o n  a n d  t y p e s  o f  
c h l o r o p l a s t s .  
M o d i f i c a t i o n s  i n  s t r u c t u r e  u n d e r  h e r b i c i d e  
t r e a t m e n t  c a n  b e  e a s i l y  f o l l o w e d .  
T h e  t e s t  a l g a  ( C h l o r e l l a  
N ) U )  o f f e r s  s o m e  f u r t h e r  a d v a n t a g e s ,  a s  i t  h a s  b e e n  p r e v i o u s l y  
u s e d  f o r  t h e  b i o a s s a y  o f  p h o t o s y n t h e t i c  i n h i b i t i n g  h e r b i c i d e s  
( A t k i n s  a n d  T c h w l ,  1 9 6 7 ;  P i l l a y  a n d  T c h a n ,  1 9 6 9 ; P a r t  1 ) ,  
h a s  a  m u c h  q u i c k e r  r e s p o n s e  t o  t h e  h e r b i c i d e  t r e a t m e n t  t h a n  
h i g h e r  p l a n t s ,  a n d  c a n  b e  o b t a i n e d  i n  l a r g e  n u m b e r s  i n  t h e  
s a n e  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  f r o m  s y n c h r o n o u s  c u l t u r e s .  
T h e  p r e s e n t  w o r k  d e s c r i b e s  t h e  u l t r a s t r u c t u r a l  c h a n g e s  
o c c u r r i n g  i n  t h e  a l g a l  c e l l s ,  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  h e r b i c i d e s  
u n d e r  d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t a l  c o n d i  t i o n s .  T h e s e  r e s u l t s ,  
c o m b i n e d  w i t h  t h e  e x i s t i n g  b i o c h e m i c a l  d a t a ,  w o u l d  l e a d  t o  a  
b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  m o d e s  o f  a c t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e s .  
C H A P T E R  2  
G E N E R A L  1 L : " ' T E R I A L S  a n d  I , l E T H O D S  
2 . 1  C u l t i v a t i o g  o f  t h e  A l g a e  
T h e  u n i c e l l u l a r  a l g a e ,  C h l o £ e ] , l a  s p .  ( N N I I )  a n d  
§~lena s p . ,  w e r e  l c e p t  a s  p u r e  s t o c k  c u l t u r e s  i n  s m a l l  
l I c C a r t n e y  b o t t l e s  o n  a  m i n e r a l  n t J . t r i e n t  a g a r  s l o p e ,  
1 4 2  
T h e  g r o w t h  m e d i u m  f o r  C h l o r e l l a  l ' l 1 I I  i s  g i v e n  i n  
P a . r t  1 .  ( S e c t i o n  2 , 1 . 1 )  
T h i s  m e d i u m  w a s  s u p p l e m e n t e d  w i  t 1 1  
a  c o n b i n e d  v i t a m i n  B ,  a n d  B 1 2  s o l u t i o n  f o r  E u g l e n a  c u l t u r e s ,  
T h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  5 . 5  w i t h  O . I N  H C L  
T h e  c u l t u r e  m e d i a  w e r e  a u t o c l a v e d  a t  1 5  I b / s q  i n c h  
f o r  1 5  m i n u t e s .  
F o r  E u g l e n a ,  t h e  s o l u t i o n  o f  v i t a m i n s  w a s  
s t e r i l i z e d  s e p a r a t e l y  b y  m i l l i p o r e  f i l t r a t i o n ,  a n d  a d d e d  
a s e p t i c a l l y  t o  t h e  l i q u i d  m e d i l l m ,  
T h e  i n o c u l u m  f o r  t h e  e x p e r i m e n t s  w a s  p r e p a r e d  a s  
d e s c r i b e d  i n  P a r t  I  ( S e c t i o n  2 . 1 , 4 )  
2 , 2  M e a s u r e m e n t  
•  
T h e  a l g a l  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  
u s u a l l y  a t  1 2 , 0 0 0  r p m  d u r i n g  1 0  m i n u t e s  i n  a  S o r v a l l  R C - 2  
C e n t r i f u g e  w i t h  S S  - 3 4  r o t o r  a t  0
0  
( . .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  
d i s c a r d e d  a n d  t h e  a l g a l  p e l l e t  s u s p e n d e d  i n  S O %  a c e t o n e  i n  
d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  l e f t  f o r  3  h o u r s  o r  o v e r n i g h t  i n  t h e  
d a r k  a t  S O C ,  
T h e  o p t i c a l  d e n s i t i e s  o f  t h e  a c e t o n e  e x t r a c t  a t  
6 4 5  m u  ( D
6 4 5
) ,  a t  6 6 3  m u  ( D
6 6 3
)  a n d  a t  4 6 0  m u  ( D
4 6 0
)  w e r e  
m e a s u r e d  i n  a  U n i c a m  S P  6 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r  i n  a  1  c m  
l i g h t  p a t h ,  
1 4 3  
T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h i s  e x t r a c t  i n  c h l o r o p h y l l  " a "  a n d  
i n  c h l o r o p h y l l  " b " ,  e x p r e s s e d  i n  g r a m s / l i t r e ,  w e r e  c a l c u l a t e d  
b y  a p p l y i n g  t h e  f o l l o w i l l b  f o r m u l a e  ( A r n o n ,  1 9 4 9 ) :  
C o n c e n t r a t i o n  o f  c h l o r o p h y l l  
" a "  =  0 . 0 1 2 7  D 6 6 3  -
0 . 0 0 2 6 9  
D 6 4 5  
C o n c e n t r a t i o n  o f  c h l o r o p h y l l  " b "  =  0 . 0 2 2 9  D
6 4 5  
- 0 . 0 0 4 6 8
D 6 6 3  
T h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  i n  c a r o t e n o i d s  o f  t h e  a c e t o n e  
e x t r a c t ,  e x p r e s s e d  i n  g r a m s / l i t r e ,  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  
f o l l o w i n 8  f o r m u l a ,  e s t a b l i s h e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  c o e f f i c i e n t s  
d e t e r m i n e d  b y  M a c k i n r l e y  ( 1 9 4 1 ) :  
C o n c e n t r a t i o n  o f  c a r o t e n o i d s  =  
~460-= « C . c h l  " , a "  ,'x:~19L+ ( C . c h l  " b "  x  1 3 0 . 3 ) ]  
2 0 0  
C .  C h l  =  c o n c e n t r a t i o n  o f  c h l o r o p h y l l ,  i n  g / l  
I t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  a p p r o x i m a t e  c o e f f i c i e n t  
d e t e r m i n e d  b y  L l a c k i n n e y  t o  e s t i m a t e  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  
c a r o t e n o i d s  o f  M a l v a  c o u l d  b e  u t i l i s e d  f o r  t h e  C h l o r e l l a  
c o n t r o l  a n d  f o r  t h e  C h l o r e l l a  t r e a t e d  w i t h  h e r b i c i d e s .  
T h e  c o m p o s i t i o n  i n  c a r o t e n o i d s  o f  t h e  C h l o r o p b y c , e , s ,  i s  i n  f a c t  
s i m i l a . r  t o  t h a t  o f  t h e  h i g h e r  p l a n t s :  ~-carotene a n d  l u t e i n  
r e p r e s e n t i n g  t h e  m a j o r  p r o p o r t i o n .  ( S t r a i n ,  1 9 5 8 ;  N a k a y a m a  
1 9 6 2 )  
•  
1 4 4  
2 . 3  
C e l l  C o u n t s  
-
C o u n t s  o f  a l g a l  c e l l s  w e r e  L l c . d e  i n  a  P e t r o f f - H a u s e r  
c o u n t i n g  c h a m b e r  u n d e r  p h a s e  m i c r o s c o p y .  
T w e l v e  s a m p l e s  
f r o m  e a c h  o f  d u p l i c a t e  e x p e r i m e n t a l  v e s s e l s  w e r e  c o u n t e d  t o  
d e t e r m i n e  c e l l  n u m b e r s  •  
C u l  t u r e s  s n o v l i n g  h i 5 h  c e l l  d e n s i t y  
l e v e l s  w e r e  d i l u t e d  b e f o r e  c o u n t i n g .  
S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  
o f  t h e  m e a s u r e n e n t s  s h o w e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  
c e l l  n u m b e r / m l  b e t w e e n  d u p l i c a t 2 d  e x p e r i m e n t a l  v e s s e l s .  
( A p p e n d i x  E )  
F o r  t h e  E u g l e n a  c u l t u r e s ,  t h e  c e l l s  w e r e  i m m o b i l i z e d  
b e f o r e  c o u n t i n g  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  a  d r o p  o f  5 %  g l u t a r a l -
d e h y d e .  
2 . 4  E l e c t r o n  T . l i c r o s c o p y  T e c h n i g  u e s  
1  •  
2 . 4 . 1  § o , l u t i o n s  u s e d  i n  t h e  f i x a t i o n  p r o c e d u r e s  
B u f f e r  so1~t.::.J.:::.' " , o n : :  
-
( R y t e r  a n d  K e l l e n b e r s e r ,  1 9 5 8 )  
S o l u t i o n  A  
S o d i u I L  v e r o n a l  
2 . 9 4  g  
S o d i u m  a c e t a t e  ( h y d r a t e d )  1 . 9 4  g  
S o d i u m  c h l o r i d e  3 . 4 0  g  
M a d e  u p  t o  1 0 0  m l  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .  
S o l u t i o n  A  
D i s t i l l e d  w a t e r  
O .  I N  H C l  
M  C a  
C 1
2  
2 0  m l  
5 2  m l  
2 8  m l  
1  m l  
p H  6 . 0  
1 4 5  
2 .  
! !  I '  a n y  I  a  < : ? . : : : e . . : t . = a : . : t : . ; e : . _ : : : s . : : o .  = l : . . : u
o  
. t . : . · l = ·  ; : o , : . : n  
0 . 5 %  u r a n y l  a c e t a t e  i n  s o l u t i o n  1  
3 .  O s m i m n  t e t E o x i d e _ i O s  . 0 4 )  s o l u t i . o n  
1 %  o s m i m n  t e t r o x i d e  i n  s o l u t i o n  1  
4 .  !:ho.s.pha~~. b u f f e r  s o l u t i o n  - ( 0 .  H I )  
S o l u t i o n  A  - N a
2  
H P 0
4
•  2 H
2
0  3 . 6 1  g  i n  1 0 0  m l  d i s t .  
H
2
0  
S o l u t i o n  B  - N a  H 2  P 0
4
•  H
2
0  
2 . 7 6  g  i n  1 0 0  m l  d i s t .  
H
2
0  
4 9  m l  s o l u t i o n  A  +  5 1  m l  s o l u t i o n  B  
M a d e  u p  t o  2 0 0  m l  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ,  j ) H  6 . 8  
5 .  Q a . G Q g . ; ( h a  t  e  _  b . u f f  e r  
S o d i u m  c a c o d y l a t e  3 0 0  m l  ( 6 . 4 2  g  i n  3 0 0  m l  d i s t .  
H
2
0 )  
0 .  I N  R O I  
1 4 3  m l  
M a d e  u p  t o  6 0 0  m l  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  
p H  6 . 0  - 6 . 1  
6 ,  G l u t a . r a l d e h y d e  s t o c k  s o l u t i o n  a t  0 ° 0  
_ _  ' 7  
S t o c k  s o l u t i o n  o f  g l u t a r a l d e h y d e  (257~) w a s  p u r i f i e d  
b y  a d d i n g  a  s m a l l  a m o u n t  o f  b a r i u m  c a r b o n a t e ,  A  p r e c i p i t a t e  
f o r m e d ,  a n d  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  t h e  c l e a n  s u p e r n a t a n t  w a s  
r e m o v e d  a n d  u s e d  f o r  t h e  f i x a t i v e .  P u r i f i c a t i o n  w a s  n e c e s s a r y  
a s  t h e  p H  o f  t h e  2 5 %  I l ; l u t a r a l d e h y d e  w o u l d  f a l l  d u r i n f ' ,  s t o r a g e  
d u e  t o  i m p u r i t i e s  o r  o x i d a t i o n .  W h e n  t h e  p H  f a l l s  b e l o w  
3 . 5 ,  t h e  q u a l i t y  o f  f i x a t i o n  i s  p o o r e r  ( S a b a t i n i  . e t .  a I ,  1 9 6 3 ) .  
1 4 6  
7 .  Q l u t a r a l d e h y d e  solutio~ 
T h e  f i x a t i v e  w a s  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  2 5 %  g l u t a r a l d e h y d e  
s t o c k  s o l u t i o n  t o  t h e  c a c o d y l a t e  b u f f e r  t o  g i v e  a  f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  5 %  g l u t a r a l d e h y d e .  
8 .  
9 .  
V e r o n a l  a c e t a t e  s o l u t i o n  ( P a l a d e ,  1 9 5 2 )  
-
S o d i u m  v e r o n a l  
S o d i u m  a c e t a t e  ( h y d r a t e d )  
D i s t i l l e d  w a t e r  
p H  7 . 3 - 7 . 4  
2 . 8 9  g  
1 . 9 0  g  
1 0 0  m l  
f o  t  a s  s ; L  u m  E ! ? E @ a n I : L . a n a  t  !?_lli~.I!L 0
4
2  
s o l u t i o n .  
- -
T h e  p e r m a n g l P a n a t e  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  w i t h  0 . 1 2  g  
o f  p o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e  ( K M n  0
4
)  i n  1 0  m l  o f  s o l u t i o n  ( 8 )  
o r  i n  1 0  m l  d i s t i l l e d  w a t e r .  S o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  f r e s h  
b e f o r e  u s e .  
1 0 .  ! d m b e , d £ i n g  m e , 5 i i u I D  ( A r a l d i  t e )  
C a s t i n g  r e s i n  
H a r d e n e r  
A c c e l e r a t o r  
2 0  m l  
2 0  m l  
D i b u t y l  p t h a l a t e  
0 . 6  m l  
1 . 5  m l  
D e h y d r a t i o n  ~nd e m b e d d i n e  
D i f f e r e n t  p r o c e d u r e s  w e r e  u s e d  t o  f i x  t h e  a l g a l  c e l l s .  
A f t e r  t t : e  f i n a l  w a s h i n g ,  t h e  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  a  s m a l l  
a m o u n t  o f  1.5~ a g a r .  
T h e  s m a l l  a g a r  b l o c k s  v n t h  f i x e d  c e l l s  
w e r e  s t a i n e d  V i i  t h  0 . 5 7 ;  u r a n y l  a c e t a t e  s o l u t i o n  f o r  2  h o u r s .  
D e h y d r a t i o n  w a s  t h e n  c a r r i e d  o u t  i n  a  g r a d e d  s e r i e s  o f  w a t e r  
147 
-alcohol. The agar blocks were left for 5 minutes in each 
of 30%, 50% , 70% , 80% alcohol solution , followed by 10 minutes 
in 90% and two changes of 15 mins . each in 100% alcohol. 
The agar blocks were cut into very small pieces , soaked in 
three changes of araldi te for one hOIJr eacrr. The specimens 
were trG.nsferred into small gelatin capsules containing 
araldi te , left overnight at room temperature and then 
polymerised at 600 C for 36- 48 hours . 
Sectioning a,n9.. electron mi .£E£scopic examination, 
Sections were cut with a Porter Blum utramicrotome MT- 2 
using glass knives , and collected on nitrocellulose coated 
gnids . The sections were stained with lead citrate 
(Reynolds , 1963) . Specimens were examined and photographed 
in a Philips EM 200 or a Siemens Elmiskop 1 operating at 
60 or 80 Kv . 
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C H A P T E R  3  
F I X A T I O N  P R O C E D U R E S  F O R  E L E C T R O N  I J C R O S C O P Y  
D i r e c t  o s m i u m  t e t r o x i d e  ( O s  0 4 )  f i x a t i o n  w a s  f i r s t  
u s e d  i n  a n i m a l  c e l l s  ( P a l a d e ,  1 9 5 2 ,  1 9 5 6 ) .  I t  n o t  o n l y  
a c h i e v e d  g o o d  ) r e s e r v a t i o n  o f  f o r m ,  b u t  a l s o  a c t e d  a s  a  
s t a i n  b y  i n c r e a s i n h  t h e  a p p a r e n t  d e n s i t y  o f  t h e  s t r u c t u r e s .  
I t  w a s  f o u n d ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  q u a l i t y  o f  p r e s e r v a t i o n  
v a r i e d  V i i  t h  t i  m e  o f  e x p O S l U ' e ,  a n d  m o r e  i m p o r t a n t ,  p e n e t r a t i o n  
o f  t h e  f i x a t i v e  i n  t h e  t i s s u e s  V i a s  s l o w .  L o n g  p e r i o d s  o f  
f i x a t i o n  i n  O s  0 4  m i f h t  r e s L l l t  i n  p r o d u c t i o n  o f  a r t i f a c t s  
a n d  l e a c h i n g  o u t  o f  p r o t e i n a c e o u s  m a t e r i ' < , l s  f r o m  t h e  t i s s u e s  
( B a h r ,  1 9 5 5 ;  D a l l a m ,  1 9 5 7 ;  L u f t  a n d  W o o d ,  1 9 6 3 ;  B e n n e t  &  
L u f t ,  1  9 5 9 )  •  
A s  t h e  r a t e  o f  p e n e t r a t i o n  o f  O s  0 4  i n  p l a n t s  w a s  
e v e n  s l o w e r  t h a n  f o r  a n i m a l  m a t e r i a l ,  p r e s e r v a t i o n  w a s  
d i s a p p o i n t i n g  i n  e a . r l y  a t t e m p t s  w i t h  p l a n t  t i s s u e .  
O n  t h e  o t h e r  h , m d ,  p o t a s s i u m  p e r I : l a n g a n a t e  ( l Q l n  0 4 )  
w a s  f o u n d  t o  p e n e t r a t e  p l a n t  t i s s u e s  r a p i d l y  a n d  t o  p r e s e r v e  
m e m b r a n e s .  T h e  m i c r o g r a p h s  we r e  d i a g r a m m a t i c  i n  a p p e a r a n c e  
a n d  t h e r e f o r e  a p p e a l i n g .  A s  a  r e s u l t ,  K N n 0 4  w a s  e x t e n s i v e l y  
a p p l i e d  i n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s t u d i e s  o f  p l a n t  m a t e r i a l .  
D u r i n g  e x p o s u r e  t o  K M n 0
4
,  h o w e v e r ,  I : I a n y  c o n s t i t u e n t s  o f  t h e  
c e l l  w e r e  n o t  p r e s e r v e d .  I t  e x t r a c t e d  R N A  a n d  a  p a . r t  o f  t h e  
p r o t e i n  f r o m  t i s s u e s ,  t h e r e f o r e  r i b o s o m e s  c o u l d  n o t  b e  f o u n d  
a f t e r  f i x a t i o n .  
( l l a r i n o z z i ,  1 9 6 4  a . b ;  B r a d b u r y  a n d  M e e k ,  
1 9 6 0 )  •  D e p e n d i n g  o n  t h e  t i m e  t h e  f i x a t i v e  w a s  a l l o w e d  t o  
1 4 9  
a c t  (  1  h r ) ,  t h e  n u c l e u s  c o u l d  b e  i d e n t i f i e d  b y  i t s  p r o f i l e  
a n d  n u c l e a r  e n v e l o p e ,  b u t  i t  l a c k e d  i n t e r n a l  s t r u c t u r e .  
W i t h  s h o r t e r  p e r i o d s  o f  f i x a t i o n ,  s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e s  
i n  t h e  n u c l e u s  w e r e  p r e s e r v e d .  N u m e r o u s  o b s e r v a t i o n s  h a d  
i n d i c a t e d  t h a t  D N A  w a s  p r e s e r v e d  b y  f i x a t i o n  i n  K M n 0 4  
( L u f t ,  1 9 5 6 ;  B r a d b u r y  a n d  l i I e e k ,  1 9 6 0 ) ,  K M n 0 4  h a d  b e e n  f o u n d  
t o  s t a b i l i s e  t h e  n u c l e o p l a s m  o f  b a c t e r i a  i n  a  m a n n e r  
c o m p a r a b l e  t o  t h e  K e l l e n b e r g e r  e t  a l  ( 1 9 5 8 )  p r o c e d u r e .  
( K e l l e n b e r g e r ,  1 9 6 2 ) .  I n  t h e i r  s t u d i e s  o f  n u c l e i c  a c i d s  
I n  
o f  mitochondria~chick e m b r y o ,  N a s s  a n d  N a s s  ( 1 9 6 3 )  ( 1 9 6 5 )  
f o u n d  t h a t  K M n 0 4  s t a b i l i s e d  D N A  a s  a  b r a n c h i n g  n e t w o r k  o f  
f i b r i l s .  
R e c e n t l y ,  i t  w a s  s h o w n  t h a t  d o u b l e  f i x a t i o n  u s i n g  
g l u t a r a l d e h y d e  a n d  O s 0 4  c o n s i d e r a b l y  r e d u c e d  l o s s  o f  
p r o t e i n s  f r o m  t i s s u e s  a n d  g a v e  e x c e l l e n t  p r e s e r v a t i o n  o f  
c e l l  c o n s t i t u e n t s .  ( M a r i n o z z i ,  1 9 6 3 ,  a ;  1 9 6 4  b ;  D a l e s  
1 9 6 3 )  •  
T h e  p r e s e n t  s t u d y  i s  f o c u s e d  o n  u l t r a  s t r u c t u r a l  
c h a n g e s  i n  u n i - a l g a l  c e l l s  w i t h  p a . r t i c u l a r  a t t e n t i o n  t o  
c h l o r o p l a s t s  w h e n  t r e a t e d  w i t h  h e r b i c i d e s .  
I t  i s  k n o w n  
t h a t  c e r t a i n  p r o c e d u r e s  o f  f i x a t i o n  w i t h  O s 0 4  a n d  K M n 0
4  
u s u a l l y  f a i l  t o  p r e s e r v e  a d e q u a t e l y  t h e  f i n e r  s t r u c t u r e s  
w i t h i n  t h e  c h l o r o p l a s t  ( G u n n i n g ,  1 9 6 5 ) .  
1 5 0  
I t  i s  i m p o r t a n t  t o  d e c i d e  o n  a  f i x a t i o n  p r o c e d u r e  c a p a b l e  
o f  p r e s e r v i n g  t h e  s t r o m a  r e g i o n  o f  t h e  c h l o r o p l a s t  o f  
C h l o r e l l u  
7  5 '  ' _  
T h e r e i " o r e  s t u d i e s  i n  ' . ; h e  preserva'~ion o f  f i n o  
s t r u c t u r e  h a v e  b o e n  c a r r i e d  o u t ,  b y  c o m p a r i n g  d i f f e r e n t  
f i x a t i o n  p r o c e d u r e s  u s i n g  o s m i n m  t e t r o x i d e  ( O s 0 4 ) '  
p o t a s s i u m  p e : x : ' m o n g a n a t e  ( J O I l n O  4 )  d n d  g l u t a r a l d e h y d e  ( G l u t . ) .  
O b s e r v a t i o n s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  1 .  
• 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
FIXATIVE 
5% 
Gluta.raldehyde 
1% Os04 
6% Glut. 
2% Os04 
5% Glut. 
1% Os04 
0.6% KMn04 
TABLE 1 ==:....:::o.:.f fixation, proced,ure,s, for ChlorelJ,a m.rr 
• 
7 T T, T'7 . , 7 7 
BUFFER pH 
Cacodylate 6.0 
Phosphate 6.8 
Cacodylate 6.0 
Phosphate 6.8 
Cacodylate 6.0 
Veronal 6.0 
acetate 
(Ryter et al) 
Veronal 
acetate 
(Palade) 
7.3 
TIME 
(hours) 
TEMP POST-
FIXATIVE 
BUFFER pH TIME 
(hours) 
TEMP 0.5% Lead 
Uranyl Citrate 
acetate (15 min) 
REMARKS 
. .. . .J..2 hours) , 
• 
2i 4°C 
24 4°C 
2i 4°C 
24 4°C 
2i 4°0 
24 22°C 
1/4 22°C 
1% os04 
-
1% KMn04 
-
2% Os04 
-
-
Veronal 
acetate 
(Ryter et al) 
-
Veronal 
acetate 
(Palade) 
-
Phosphate 
-
-
6.0 12 4°C 
- - -
7.3 1/2 4°C 
- - -
6.8 12 4°C 
- - -
- - -
- + 
- + 
- -
- + 
- + 
+ + 
+ + 
Good fixation of 
cell organelles. 
Ground substance of 
endoplasm granular, 
with particles 
resembling riboso-
mes. Nucleolus 
observed. 
Poor fixation. 
Good fixation of 
cell membranes. 
Granular endoplasm, 
but not homogenous . 
Severe plasmolysis. 
Moderately well 
fixed . Sometimes 
unspecific deposi-
tion of dark 
granules in cell. 
Same as 4 
Same as 1, with 
better fixation 
of nuclear 
material. 
Good fixation of 
cell membranes. 
Nucleolus observed. 
Plasma membrane not 
discernible. 
Plasmolysis frequen 
but not severe. 
FIXATIVE BUFFER pH 
8 2.5% Glut. Cacodylate 6.0 
9 2.5% Glut. Cacodylate 6.0 
TIME 
(hours) 
2 
2 
TEMP 
220 C 
22°C 
POST-
FIXATIVE 
1% Os04 
0.3% KMn04 
BUFFER pH 
~------
Michaelis 6.0 
Aqueous Sol. 7.0 
TIME 
(hours) 
20 
1/6 
TEMP 
220 C 
• 
22°C 
+ 
+ 
Lead 
Citrate REMARKS 
(15 mi n) 
+ 
+ 
, 
Good fixation of 
cell organelles. 
Membranes of 
mitochondria, 
nuclei and E.R. 
better defined 
than in 1 and 6. 
Double membrane 
of plasma lemma 
observed. 
Structures possib-
ly microtubules 
in nucleus. DNA 
fibrils and ribo-
somes observed 
in both chloro-
plasts and 
mitochondria. 
Membrane systems 
of cell wall 
preserved. 
Mitochondria with 
smooth membranes. 
Cristae long. 
Mosaic pattern of 
electron dense 
and electron 
transparent areas 
in nucleus. 
Electron transpa-
rent areas contai!: 
fibrillar material 
Si milar areas in 
chloroplast and 
mi tochondria. 
C H A P T E R  4  
1 5 1  
M I C R OS C O P I C  S T U D I E S  O F  C H L O R E L L A  m u  a n d  E U G L E N A  
7  7  7  7  7  
4 . 1  S y n c h r o n i z a t i o n  o f  C h l o r e l l a  N / i ! I  c u l t u r e  
4 . 1  •  1  
I n t r o d u c t i o n  
,  
I n  a  n o r m a l  u n i - a l g a l  c u l t u r e ,  c e l l  d i v i s i o n s  o c c u r  
r a n d o m l y ,  a n d  a t  o n e  t i m e  u s u a l l y  c o n t a i n s  c e l l s  a t  d i f f e r e n t  
s t a g e s  o f  t h e  l i f e - c y c l e  ( P l a t e  4 . A ) .  I n  s u c h  a  m i x e d  
popul~tion , i n d i v i d u a l  a l g a l  c e l l s  m a y  r e s p o n d  d i f f e r e n t l y  
w h e n  t r e a t e d  w i t h  h e r b i c i d e s .  
T h i s  d i f f i c u l t y  m a y  b e  o v e r -
c o m e  b y  t h e  u s e  o f  a  s y n c h r o n o u s  c u l t u r e  o f  t h e  t e s t  a l g a .  
T h u s  u  p o s s i b l e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  c y t o l o g i c a l  a n d  b i o c h e m i -
c a l  c h  m . c ; e s  a s  a  r e s u l t  o f  h e r b i c i d e  t r e a t m e n t  m a y  b e  s t u d i e d .  
T h e  f o l l o w i n g  d e s c r i b e s  t h e  m e t h o d  f o r  i n d u c i n g  s y n c h r o n y  i n  
C h l o r e l l a  m u .  
-
4 . 1 . 2  M a t e r i a l s  a n d  J . I e t h o d s  
-
A  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  t e c h n i q u e s  f o r  s y n c h r o n i z a t i o n  o f  
C h l o r e l 1 a  d e v e l o p e d  b y  T a m i y a  e t  a I ,  ( 1 9 5 3 )  a n d  b y  P i r s o n  a n d  
L o r e n z o n  ( 1 9 5 8 )  w a s  a d o p t e d .  
A  c u l t u r e  o f  C h l o r e l l a  N L U ,  m a d e  
a s  h o m o g e n e o u s  a s  p o s s i b l e  b y  g e n t l e  c e n t r i f u g a t i o n ,  t o  r e m o v e  
t h e  h e a v i e r  c e l l s ,  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  a  n o r m a l l y  g r o v n n g  
p o p u l a t i o n .  
T h i s  c u l t u r e  w a s  t h e n  s u b j e c t e d  t o  t w o  l i g h t -
d a r k  p e r i o d s  ( 1 6  h o u r s  l i g h t  - 8  h o u r s  d a . r k ) .  T h e  r e s u l t i n g  
c u l t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0 0  g  f o r  5  m i n s  a n d  t h e  c e l l s  
f r o m  t h e  s u p e r n a t a n t ,  w e r e  h a r v e s t e d  a t  1 , 0 0 0  g  f o r  2 0  m i n .  
T h e  p a c k e d  c e l l s  o b t a i n e d  l ' I e r e  w a s h e d  o n c e ,  r e s u s p e n d e d  i n  
f r e s h  m e d i u m  a n d  u s e d  t o  p r o d u c e  a  s y n c h r o n o u s  c u l t u r e  o f  
C h l o r e l l a  N I d I .  
. ; . . ; ; ; ; = - " . . = ; ; = . . ..  n  7  
1 5 2  
3 0 0  m l  o f  f r e s h  m e d i t l m  i n  a  7 5 0  m l  E r l e n m e y e r  f l a s k  
w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  t h e  a l g a e  t o  a n  a p p r o x i m a t i v e  c e l l  c o n c e n t -
r a t i o n  o f  2  x  1 0
6  
c e l l s / m l .  T h e  f l a s k  w a s  m e c h a n i c a l l y  
s h a k e n  i n  a  c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  w a t e r - b a t h  ( 2 8  +  1
0
c )  a n d  
-
s u b j  e c t e d  t o  1 6  - h o u r  l i g h t  a n d  8  - h o u r  d a r k  c y c l e s .  
T h e  c u l t u r e  w a s  d i l u t e d  d a i l y  b y  f r e s h  m e d i u m  t o  a n  a p p r o x i m a -
t i v e  c e l l  n l l m b e r  o f  2  x  1 0
6  
p e r  m l  a s  i n d i c a t e d  i n  T a b l e  2 . . .  
T h e  l i g h t  i n t e n s i t y  u s e d  w a s  8  k i l o l u x  f r o m  i n c a n d e s c e n t  
l a m p s .  T h e  c u l t u r e  w a s  c o n t i n u o u s l y  a e r a t e d  w i t h  5 ' "  
C O
2  
- a i r  m i x t u r e ,  a t  a  r a t e  o f  5 0  c . c / m i n ,  a s  r e g u l a t e d  b y  
a n  a i r - f l o w  G a p - m e t e r .  
D u r i n g  t h e  p e r i o d  o f  s y n c h r o n o u s  
c u l t u r e  c e l l  d i a m e t e r s  w e r e  m e a s u r e d ,  w i t h  a n  o c u l a r  
m i c r o m e t e r .  
C e l l  n l l m b e r s  w e r e  e s t i m a t e d  u s i n g  a  P e t r o f f -
H a u s e r  c o u n t i n g  c h a m b e r .  
P h o t o m i c r o g r a p h y  
P h o t o m i c r o g r a p h s  w e r e  t a A : e n  w i t h  a  1 e i  t z  O r t h o l u x  
m i c r o s c o p e  f i t t e d  v n t h  a  c a m e r a ,  u s i n g  I l f o r d  P a n  F  f i l m ,  
a  4 0 X  o r  1 0 0 X  o b j e c t i v e ,  a n d  a  1 2 X  o c u l a r .  
T h e  e x p o s u r e  
t i m e  w a s  a u t o m a t i c a l l y  d e t e r m i n e d  b y  ' 1 l i l d  I  p h o t o m e t e r .  
4 . 1 . 3  
O b s e r v a t i o n s  
,  
I n  t h e  s y n c h r o n i s i n g  p r o c e d u r e ,  t h e  a l g a l  m o t h e r  
c e l l  p r o d u c e s  e i g h t  a u t o s p o r e s .  
T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  
a l g a  m u  h a s  a  b a s i c  c h a r a c t e r i s t i c  o f  d i v i d i n g  i n t o  e i g h t  
c e l l s .  
1 5 3  
T A B L E  2  
-
,  
C h a n l ' ; e s  i n  c e l l  n u m b e r  o c c u r r i n g  d u r i n F  l i g h t - d a r k  c y c l e  
( 1 6 : 9 ' "  h o u r s )  
r  - - - , , - ,  
T i m e  i n t e r v a l  I  1  I  1 1  1 1 1  
I  ' + '  
,  - t - - - - ,  '  ,  I  
I  !  I  '  I  
I  ' C  !  ( I  6 '  
i N o  o f  c e 1 1 s / m l  1 1 7 . 5  x  1 0  ' 1 7 . 0  x  1 t l  1 1 7 , 7 4  x  1 0  I  
l a f t e r  o n e  c y c l e  I  I  I  I  
I  8 . 3 4  !  8 . 2 5  !  8 . 8 7  
n u n b e r  ( n )  I  i  !  
I  l  J .  '  
- - . .  _  _  ' - - "  •  - - "  " . '  _  -- . .  - - - '  . .  _ - - = '  "  - - -
1 5 4  
T A B L , E ,  3  
C h a n g e s  i n  c e l l  d i a m e t e r  o f  a l g a  N U l  d u r i n G  
-
l i g h t - d a r k  c y c l e  ( 1 6  :  8  h o u r s )  
, "  ' _ "  7  m .  _ _ _ _  -
" " ' 1 " "  
.  ,  
- - -
.  
-
.  
, - - -
.  
-
.  
- -
I  
I  
•  
I  
T i m e  a f t e r  
R a n g e  o f  d i a m e t e r s  
,
D o m i n a n t  c e l l  
•  
•  
d a r k  p e r i o d  o f  a l g a l  c e l l s  
I  
s i z e  ( i n  p m )  
I  
I  
I  
I  
( h o u r s )  
I  
( i n  p m )  
I  
I  
I  
.  . . \  
I  
.  , .  "  
_ .  - --
- - l  
- .  "- - . .  
- - - t o  -
- "  .  .  
.  ,  
-
I  
I  
I  
I  
I  
I  
1  
1 . 8  - 2 . 7  
I  
2 . 0  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
4 -
I  
3 . 6  - 4 . 6  
I  
3 . 6  
I  
I  
I  
I  
,  
I  
I  
I  
•  
I  
I  
•  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
1 0  
I  
5 . 0  - 5 . 8  
5 . 5  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
!  
I  
!  
I  
!  
I  
I  
1 5  
I  
7 . 3  
7 . 3  
I  
I  
L  _ _ _ _  
'  ' .  '  - - _ . , - -
" .  - - -
- -
- _ .  _ _  . .  _ , - - _  . .  _ .  '  ,  
.  - - - "  
I  
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f h l o r e l l a  § E  u s e d  b y  o t h e r  w o r k e r s  p r o d u c e d  4 ,  8 ,  1 6  a u t o -
s p o r e s ( T a r n i y a  £ !  § : 1 ,  1 9 6 1 ;  V l a n k a  a n d  r . i u l d e r s  ( 1 9 6 7 ) .  
A f t e r  t n r e e  l i g i : l t - d a r k  c y c l e s ,  s a t i s f a c t o r y  s y n c n r o n y  i s  
o b t a i n e d .  
T h e  a v e r a g e  d i v i s i o n  n u m b e r  i s  n o t  a b s o l u t e l y  
c o n s t a n t ,  b u t  f l u c t u a t e s  b e t w e e n  8 . 2  a n d  8 . 9 .  
S i m i l a r  
f l u c t u a t i o n s  w e r e  r e p o r t e d  b y  L o r e n z o n  a n d  R u p p e l  ( 1 9 6 0 ) ,  
a n d  T a m i y a  e t  a l  ( 1 9 6 1 ) .  
T h e  c e l l  d i a m e t e r  v a r i e s  a c c o r d i n g  - b o  a g e .  
C e l l s  r e l e a s e d  
f r o m  t h e  m o t h e r  c e l l  d u r i n g  t h e  d a r k  p e r i o d ,  h a v e  d i a m e t e r s  
r a n r i n g  f r o m  1 . 8  t o  2 . 7  p m  ( P l a t e  4 . B . ) .  
A f t e r  4  h o u r s  i n  l i g h t  t h e  d i a m e t e r  o f  c e l l s  i n c r e a s e  t o  
a b o u t  3 . 6  - 4 . 6  p m .  
A f t e r  1 0  h o u r s ,  l a r g e r  s i n p ; l e  c e l l s ,  
b e f o r e  n u c l e a r  d i v i s i o n  ,  r e a c h  d i a m e t e r s  o f  5 . 0  t o  5 . 8  p m .  
R i p e n e d  c e l l s  w i t h  a u t o s p o r e s  h a v e  d i a m e t e r s  o f  a b o u t  7 . 3  p m .  
T a b l e  3  r e p r e s e n t s  d a t a  t a k e n  a t  s e v e r a l  s t a g e s  o f  c e l l  
d e v e l o p m e n t .  
I t  i s  e v i d e n t  f r o m  t h e  o b s e r v a t i o n s  t h a t  t h e  s m a l l  
c e l l s ,  d e r i v e d  i n  t h e  d a . r k  p e r i o d ,  ( P l a . t e  4 . ' B . )  r i p e n  i n  t h e  
l i , ' h t .  T h e r e  a r e  n o  c e l l  d i v i s i o n s  d u r i n g  i l l u m i n a t i o n ,  
o n l y  i n c r e a s e  i n  c e l l  v o l u m e  o c c u r s .  C e l l  d i v i s i o n  t a k e s  
p l a c e  d u r i n v  t h e  d a r k  p e r i o d ,  a n d  c e l l  n u m b e r  i s  i n c r e a s e d  
8  - f o l d .  
W i  t h  t h e  t e c h n i q u e  u s e d ,  t h e  a l g a  N l ' . I I  c a n  b e  
m a i n t a i n l ; d  i n  s y n c n r o n o u s  c u l t u r e  f o r  d a y s .  

4 . 1 . 4  
D i s c u s s i o n  
L e a v e s  o f  higl~er p l a n t s  h a v e  b e e n  g e n e r a l l y  
u s e d  i n  s t u d i e s  o f  e f f e c t s  o f  c h e m i c a l s  o n  p l a n t  
c e l l s .  
H o w e v e r ,  tl~e p r e s e n c e  o f  o l d  a n d  n e w  c e l l s  
i n  t h e  s a m e  l e a f ,  n a k e s  i t  d i f f i c u l t  t o  o b t a i n  
c h l o r o p l a s t s  t . h i c h  a r e  pl~ysiologically h o m o g e n e o u s  
i n  a  l e a f .  
T h i s  l a c k  o f  h o m o g e n e i t y  c o n s t i t u t e s  
a  p r o b l e m  m o r e  p a r t i c u l a r l y  i n  u l t r a s t r u c t u r a l  
s t u d i e s "  
B u t ,  s y n c h r o n o u s  c u l t u r e  o f  C h l o r e l l a  N N I ,  
p r o v i d e s  a n  e x c e l l e n t  m a t e r i a l  f o r  u l t r a s t r u c t u r a l  
s t u d i e s  b e c a u s e  o f  t h e  h i g h  h o n l o g e n e i t y  i n  s t r u c t u r e ,  
g r o w t h  a n d  d e v e l o p t l l e n t .  
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4. . 2 ~ine st.r.uct~ of Ct!:1or,el1a PT..'.lI DDd ,~ugl~g!:: 
4 . 2. 1 Introduction 
, . 
. 
The toxic effects of herbicides , causin~ chlorosis 
of leaves in hivher plants , are most probably directed 
a~ainst chloroplasts , photosynthetic pigments and cell 
prowth. It is expected that these herbicides interfere 
Vii th tlle protein synthetic systems of the cb~oroplast and 
cytoplasm , as well as with other organelles and cell 
division . As indicated earlier , investip:ation of their 
mode of action ~t an ultrastructuT'al level may yield more 
information wi th sim"le algal cells , (Chlorella N'MI and 
-'" , -
:!];ugJ:ena, sp ) than Vii th hi!\her plants . However , the present 
knowledge of ultrastructure of Chlo,re,l,la cells is unsatis-
factory due to the common use of potassium permanganate as 
fixative in the electron microscopic studies (c . f . Chapter 
3). It is , therefore , essential that the ultrastructure 
of the test orr,anism be well preserved a11d characterised 
before the effects of herbicides on them can be accurately 
determj,ned . 
In recent years , much evidence has been accumulated 
indicatinp the presence of a chloroplastic protein 
synthetic system distinct from the cytoplasmic protein 
synthetic system in plants and algal cells . 
, ' 
, 
15& 
(Kirk , 1964 ; Smillie et ~1 , 1967 ; Ray and Hanawalt , 1965 ; 
Selsky , 1967) . 
Both DNA , RNA have been demonstrated in chloroplasts of 
plants and algae , (Brawerman , 1962 , 1963 ; Kislev et al , 
1965; Eisenstadt and Brawerman , 1964 ; Gunning , 1965 ; 
S~an et al , 1965 ; Ris and Plaut , 1962) . However , the 
distribution and organization of DNA and presence of polyri-
bosomes by electron microscopy have not been reported in 
Chlorell,a and Euglena. 
In vieVl of the above considerations , this study is 
confined to the electron microscope examination of Chlorell,~ 
NMI and Euglena cells , with particular emphasis on the fine 
structure and nucleic acid contents of the chloroplasts . 
4. 2. 2 Materials and Methods , 
The Chlorel,l,a NhII and Euglena cells were grO\'ffi in 
Brlenmeyer flasks in the defined mineral media and aerated 
\Vi th CO2 
from 2 -
enriched air . (Section 2. 1). Samples were taken 
day cultures for cytological studies . 
Preliminary work indicated that the removal of 
starch gr'lins i'rom Chlorella NLII and paramylon granules 
from Euglena was necessary to facilitate the detection of 
fine structures . Therefore , algal samples , taken from 
an actively growing culture , and left in the dark for 24 hr . 
at room temperature (220 c) were also used in this study . 
• 
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Light Microsc0pY 
The Chlorella NNI cells \'Iere fixed in alcohol-
acetic acid (3:1) for 10 minutes. Drops of the 
fixed cells \'Iere transferred to clean glass slides, 
\'lashed \'Iith absolute ethanol and then brought to 
,~ater through a series of alcohol-\'Iater. The slides 
\'Iere subjected to hydrolysis for 15 minutes with IN 
Hcl at 600 0., and stained \'Iith a Feulgen-fluorescent 
dye for 60 minutes in the dark. Control slides were 
stained without hydrolysis. The slides were washed 
in distilled water, and bleached in a mixtn~e of 
1 part sodium metabisulph1te, 3 parts rNHcl., and 
3 parts distilled water for 10 minutes with two changes. 
The slides were washed in a stream of tap water, and 
the stained cells mounted in glycerine. 
Preparations were observed by both phase contrast 
and fluorescence microscopy with a Leitz lVetzlar 
Ortholux microscope using 100 x oil immersion objective. 
For fluorescence, illumination ,~as provided ,~ith a Leitz 
lVeltzar illuminator equipped with a lIB 200 high pressure 
mercury arc lamp and a 3 mm Lei tz BG 12 blue exciting 
filter. The microscope eyepieces were fitted ,dth 
circular orange bloc/king glass filters No. K.530' 
The phase and fluorescence images were recorded on 
Kodak Super xx: film at magnitude of 600 diameterll. 
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E l e c t r o n  ~.licroscollY 
- _ . -
T h e  c e l l s  w e r e  f i x e d  a c c o r d i n g  t o  p l " o c e d u r e s  
8  a n d  9  ( T a b l e  1 ) .  
' l ' h e  a l g a l  c e l l s  w e r e  p r e f L c e d  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e  i n  2 . 5 %  g l u t a r a l d e h y d e  i n  s o d i u m  
c a c o d y l a t e  b u f ' f e r  ( 0 . 4 5 1 1 ,  p H  h . 2 )  T o r  2  h o u r s ,  w a s h e d  i n  
t h e  b u f f e r  f o r  2 4  h O U l ' "  ( J  c h a n g e s ) ,  a n d  f o l l o w e d  b y :  
( a )  p o s t  f i x a t i o n  i n  1 %  O s 0 4  i n  M i c h a e l i s  b u f f e J . '  
( p H  6 . 0 )  o v e r n i g h t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  C h l o r e l l a  ~JNI 
c e l l s ,  a n d  f o r  3  h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  £ ; u f j l e l 1 . § :  
c e l l s .  T t l e  c e l l s  w e r e  w a L l l C d  t h r e e  t i m e s  i n  a  3  - f o l d  
d i l u t i o n  o f  t h e  b u f f ' p r ,  ' n d  r e s u s n e n d e d  i n  a  s m a l l  a n o u n t  
o f  1 .  57~ a':~D.r ( 5 0
0
C ) .  
O R  
( b )  P o s t  - f i x a t ;  o n  i n  f r e s h l y  p r e p a r e d  0 . 3 %  
u n b u f f e r ( c , d  K M n 0 4  s o l u t i o n  f o r  1 0  m i n u t e s .  T h e  c e l l s  
, I e r e  w a s h e d  f i v e  t i r r . e s  i n  a  3  - f o l d  d i l u t i o n  o f  P a l a d e ' s  
a c e t a t e  b u f f e r ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  a  s m a l l  a m o L m t  o f  1 . 5 %  
a g c u '  ( 5 0
0
C ) .  
T h e  s m a l l  a g a r  b l o c k s  f r o m  f i x a t i o n s  ( a )  a n d  C b )  
w e r e  s t a i n e d  w i t h  0 . 5 %  u r a n y l  a c e t a t e  s o l u t i o n  f o r  2  h o u r s .  
D e h , y d r a t i o n ,  i n f i l  t r a  t i o n ,  e m b e d d i n p : ,  s e c t i o n i n g  
a n d  s t a i n i n l ,  V i i  t  h  l e a d  c i  t r a t e  w e r e  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  
2 . 4 .  S p e c i m e n s  w e r e  e x a m i n e d  i n  a  P h i l i p s  E M 2 0 0  o r  a  
S i e m e n s  E l m i s k o p  1  o n e r a t i n ?  a t  6 0  o r  8 0  K v .  
,  
,  
I  
I  
D i f " e S  t i o n  ) ' ! : ) . : t h  d . e o x y r l } : : o p s £ 1 . ! O a s . ! O  
C h l o r e l l a  N l ' . 1 I  c e l l s  w e r e  f i x e d  i n  1  o~~ f o r m a l i n  
i n  v e r o n a l  a c e t a t e  b u f f e r  ( p H  6 . 2 )  f o r  1 0  m i n u t e s ,  
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w a s h e d  i n  d i s t i l J e d  w a t e r  a n d  d i g e s t e d  w i t h  d e o x y r i b o n u c -
l e a s e  ( S i v m a ) ,  1  m p ; / m l  v e r o n a l  ' 1 c e t a t e  b u f f e  . . . .  ,  a t  4 0
0
C  
f o r  4  h o u r s .  C o n t r o l  s a m p l e  w a s  i n c u b a t e d  i n  t h e  b u f f e r  
o n l y .  
T h e  c e l l s  w e r e  p r e - f i x e d  i n  F l u t a r a l d e h y d e  a n d  
p o s t  - f i x e d  i n  K l m 0
4  
a s  i n  ( b ) .  
T h e  f i x e d  c e l l s  w e r e  
r e s u s p e n d e d  i n  1. 5~ a l ' " ' 1 . '  a n d  n r e n ' 1 r e d  a . s  d e s c r i b e d  i n  
. - ~ 
S e c t i o n  2 . 4  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o n i c  e x a m i n a t i o n .  
4 . 2 . 3  
R e s u l t s  
- .  .  
A .  
C l 1 1 0 r e 1 1 a  N M I  
" " .  -
- .  - -
T h e  s a J l l e  f i e l d  o f  C h l 2 ! : . ! O l . J . ! , ! :  ~II c e l l s ,  s t a i n e d  
w i t h  t h e  f l u o r e s c e n t  - f e u l R " e n  d y e ,  w e r e  p h o t o " ' r a '  h e d  
u n c l e r  p h a s e - c o n t r a s t  ( P l a t e  4 . 1 . A )  8 1 l d  f l u o r e s c e n c e  
m i c r o s c o p y  ( P l a t e  4 . 1 . B ) .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  i n t e r n a l  
s t r u c t u r e s  o f  t h e  c e l l s  a s  s h o v m  b y  p h e . s e  c o n t r a s t  ( P l a t e  
4 . 1 . A )  a n d  t l l e  D N A  - c o n t a i n i n g  s t r u c t u r e s  i n  t h e  c e l l s  
f l u o r e s c i T I l t  u n d e r  U . V .  l i g h t  ( P l u t e  4 . 1 . B )  c l e a r l y  d e m o n -
s G r a t e d  " t ; h e  n r e s e n c e  o f  D N A  i n  c h l o r o n l n s t s  o f  t i l e  a l g a  •  
•  
U n d e r  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e ,  a  m a t u r e  c e l l  w a s  
s e e n  t o  c o n t a i n  E l .  s i l w l e  c u p  - s h a n e d  c h l o r o p l a s t ,  V i i  t h  a  
w e l l  - d e f i n e d  p y r e n o i d ,  a  l a r g e  n u c l e u s  w i t h  a n  a s s o c i a t e d  
G o l g i  a p p a r a t u s ,  a n d  s m a l l  m i t o c h o n d r i a .  
P I a  t e  4 . 1 . A  
P l a t e  4 . l B  
F e u l g e n - f l u o r e s c e n t  d y e  s t a i n e d  
C h l o r e l l a  l I j } . I  c e l l s  u n d e r  p h a s e  
c o n t r a s t  l 1 1 i c r o s c o p y .  C h l o r o p l a s t  
( u n l a b e l l e d  a r r o w ) ,  n u c l e u s  ( N )  
F e u l g e n - f l u o r e s c e n t  d y e  s t a i n e d  
C h l o r e l l a  N } I T  c e l l s  u n d e r  f l u o r e s c e n t  
l 1 1 i c r o s c o p y .  N o t e  f l u o r e s c e n c e  i n  
r e g i o n s  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  i d e n t i f i e d  
a s  c h l o r o p l a s t  a n d  n u c l e u s  i n  P l a t e  4 . 1 . B  
• 
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A  s t a r c h  s h e a t h  w a s  f O L m d  a r O L m d  t h e  p y r e n o i d  a n d  s t a r c h  
g r a n u l e s  w e r e  l o c a t e d  b e t w e e n  t h e  c h l o r o p l a s t  l a m e l l a e  
( P l a t e  4 . 1 . 1 )  
Q h l o r o p l a s , 1  
T h e  c h l o r o p l a s t  w a s  1 0 c : ,L t e d  a l o n r ;  t h e  n e r i p h e r y  
o f  t h e  c e l l  ( P l a t e  4 . 1 . t ) .  
' L ' h e  c h l o r o p l , ' l s t  m e m b r a n e  
c o n s i s t e d  o f  t w o  d e n s e  l i n e s  s e p a r a t e d  b y  a  z o n e  o f  l o w  
e l e c t r o n  d e n s i t y  ( P l a t e  4 . 2 . 1 ) .  T h e  l a m e l l a r  s y s t e m  w a s  
w e l l  d e f i n e d  a n d  c o n s i s t e d  o f  o r i e n t a t e d  t h y l a k o i d s  
( M e n k e ,  1 9 6 2 ) ,  a l w a y s  l y i n g  w i t h  t h e i r  l o n G  d i m e n s i o n  
p a r a l l e l  t o  t h a t  o f  t h e  c h l o r o p l a s t .  T w o  t o  f O l l r  
t h y l a k o i d s  w e r e  u s u a l l y  c l o s e l y  a s s o c i c t e d  i n  b a n d s  
( l a m e l l a e )  w h i c h  e x t e n d e d  f r o m  o n e  e n d  o f  t h e  c h l o r o p l a s t  
t o  t h e  o t h e r  ( P l a t e  4 . 2 . 1 )  
T h e  lamellq~ s y s t e m  l a c k e d  
t h e  t y p i c a l  ~rana o r  t i g h t  s t a c k s  o f  t h y l a k o i d s  f O L m d  i n  
h i i C h e r  u l a n t s .  
H o w e v e r ,  i n  c e r t a i n  a r e a s ,  p a r t s  o f  t h e  
t h y l a k o i d s  a s s o c i  t e d  f a c e  t o  f s c e  w i t h  s i m i L . r  a r e i . . S  o f  
o t h e r  t h y l a k o i d s  t o  f o r m  ' g r a n a - l i k e '  s t r u c  t u r e s  w h i c h  
w e r e  s i m i l a r  i n  a p p e a . r a n c e  t o  t h e  g r a n a  i n  h i g h e r  p l a n t s  
( P l a t e  4 . 2 . 1 ) .  
T h e  ' s t a c k i n g '  p a t t e r n  o f  t h e  l a m e l l a r  
s y s t e m  i n  h i e - h e r  p l a n t s  c o u l d  a l s o  b e  r e c o C ' ; n i z e d  i n  
C h l o r e l l a  I l ¥ I  ( P l a t e  4 . 2 . 1 ) .  
O c c a s i o n q l l y ,  t h y l a k o i d s  
f r o m  o n e  b a n d  m i , o ' h t  c r o s s  t h e  m a t r i x  t o  j o i n  a n  a d j a c e n t  
b a n d .  S m a l l  e l e c t r o n  - o p a q u e  g l o b u l i  w e r e  o c c a s i o n a l l y  
f O l m d  i n  t h e  m f J t r i x  o f  t h e  c h l o r o p l a s t  ( P l a t e  4 . 5 . 1 )  
1 6 3  
N u c l e i c  a c i d s  i n  t h e  C h l o r o p l a s t  
_ '  F  7  
A r e a s  o f  l o w  e l e c t r o n  d e n s i t y  w e r e  p r e s e n t  i n  
t h e  I~round s u b s t a n c e  b e t w e e n  t h e  l a m e l l a e  o ; f  t h e  
c h l o r o p l a s t  ( P l a t e  4 . 3 . a ) .  
T h e s e  a r e a s  w e r e  n o t  b o u n d e d  
b y  m e m b r a n e s  a n d  c o n t a i n e d  f i b r e s  ( P l a t e  4 . 3 . 1 A ) .  
A l t h o u g h  t h e r e  w a s  n o  o r g a n i s e d  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e s e  
l o w  d e n s i t y  a r e a s ,  t h e y  w e r e  p r e s e n t  i n  L h e  v i c i n j t y  o f  
t h e  p y r e n o i d  a n d  w e r e  a l s o  r a n d o m l y  s c a t t e r e d  w i t h i n  t h e  
c h l o r o p l a s t .  ( P l a t e s  4 . 3 . 1 ) .  F i b r i l s  w e r e  n o t  o b s e r v e d  
i n  t h e  1 0 V l  e l e c t r o n  d e n s e  a r e a s  a f t e r  d i R " e s t i o n  w i t h  
d e o x y r i b o n u c l e a s e .  ( P l a t e  4 . 4 ) .  
T h e s e  a r e a s  i n  t h e  O s 0 4  f i x e d  c e l l s  c o n t a i n e d  ; f i n e  
f i b r i l s ,  p r i o r  t o  e n z y m a t i c  t r e a t m e n t  (P1a-~e 4 . 2 . 1 ) .  
A t  a  h i g h e r  m a g n i f i c a t i o n ,  t m a t t a c h e d  f i l a m e n t s ,  a n d  
n u m e r o u s  D N A  s t r u c t u r e s  a t t a c h e d  t o  t h e  l a m e l l a r  m e m b r a n e s  
w e r e  w e l l  r e s o l v e d .  T h e s e  i n c l u d e d  ( 1 )  l i n e a r ,  ( 2 )  
s i n
r
, - l e  l o o p e d ,  ( 3 )  d o u b l e  l o o p e d  c o n f i , q u r a t i o n s .  
( P l a t e  4 . 2 . 2 ) .  
R i b o s o m e s  a n d  p o l y r i b o s o m e s  w e r e  f r e q u e n t l y  s e e n  
i n  c l o s e  p r o x i m i t y  o r  a d h e r i n g  t o  t l l e  D N A  f i b r i l s  n e a r  
t h e  l a m e l l a r  m e m b r a n e s .  F r e e  r i b o s o m e s  w e r e  a l s o  
o b s e r v e d  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  p y r e n o i d  a n d  i n  t h e  s t r o m a  
r e g i o n s  b e t w e e n  t h e  l a m e l l a e .  ( P l a t e  4 . 2 . 2 ) .  
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P y r e n o i d  
T h e  c h l o r o p l a s t  u s u a l l y  c o n t a i n e d  o n e  p y r e n o i d  
( P l a t e  4 . 1 . 2 ) ,  b u t  o c c a s i o n a l l y  t w o  p y r e n o i d s  m i g h t  f o r m  
o n  a  s i n  : l e  c h l o r o p l a s t  ( P l a t e  4 . 5 . 3 ) .  T h e  p y r e n o i d  
w a s  c o m p o s e d  o f  a  g r a n u l a r ,  h o m o p : e n e o u s  m a t r i x  s u r r 0 1 U l d e d  
b y  s t a r c h  d e p o s i t s  ( P l a t e  4 . 5 . 4 - ) .  
I n  r ; e n e r a l ,  a  s i n " ; l e  
l a m e l l a  m a d e  u p  o f  t w o  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  t h y l l l i c o i d s  
t r a n s v e r s e d  t h e  p y r e n o i d  ( P l a t e  4 . 5 . 1 ) .  
S o m e t i m e s  t w o  
s e p a r a t e  l a m e l l a e  c o u l d  b e  o b s e r v e d .  ( P l a t e  4 . 5 . 2 ) .  
A  n u m b e r  o f  D N A  f i b r i l s ,  w i t h  a s s o c i a t e d  r i b o s o m e s  w e r e  
a l w a y s  p r e s e n t  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  p y r e n o i d .  ( P l a t e  
4 - . 5 . 4 - ) .  
Q o l g ! .  
T h e r e  w a s  o n l y  o n e  G o l g i  a p p a r a t u s  l o c a l i s e d  i n  
a  p e r i n u c l e a r  r e g i o n .  I t  w a s  c o m p o s e d  o f  4  t o  6  
c i s t e r n a e  a l i { p 1 e d  i n  p a r a l l e l  t o  f o r m  a  s t a c k  o r  b u n d l e .  
T h e  c i s t e r n a e  w e r e  s t r a i , ' h t  o r  o n l y  s l i g h t l y  c u r v e d .  
T h e y  w e r e  s e p a r a t e d  b y  i n t r a c i s t e r n a l  s p a c e s .  ( P l a t e  
4 . 6 . 1 ) .  
I n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  c o n c e p t  p r o p o s e d  b y  
M o l l e n h a u e r  a n d  W h a l e y  ( 1 9 6 3 ) ,  t h e  G o l g i  a p p a r a t u s  
a p p e ' 1 r e d  t o  b e  c o m p o s e d  o f  t v / o  p o l e s  o r  f a c e s .  A  f O : ! : ' m i n g  
f a c e  o f  c i s t e r n a e  w i t h  s m a l l  d i a m e t e r s  a n d  a  m a t u r i n g  f a c e  
o f  b r o a d  a n d  o f t e n  d i l a t e d  c i s t e r n a e .  T h e  c i s t e r n a e  
a p p e a r e d  s w o l l e n  a r o u n d  t h e  r i m s ,  w i t h  v e s i c l e s  a t t a c h e d  
t o  t h e m  o r  f o u n d  a s  i f  t h e y  h a d  b e e n  b u d d e d  o f f  f r o m  t h e  
r i m  ( P l a t e  4 . 6 . 1 ) .  
P l a t e s  4 - . 6  ( 2  t o  4 )  s h o w e d  s e c t i o n s  
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o f  t h e  G o l g i  b o d y  c u t  a t  d i f f e r e n t  l e v e l s .  
T h e  n u m b e r  
o f  f r e e  v e s i c l e s  i n  t h e  s p a c e  b e t w e e n  t h e  n u c l e u s  a n d  
t h e  f o r m i n g  f a c e  o f  t h e  G o l g i  b o d y  a n d  t h e  e v a g i n a t i o n s  o f  
t h e  o u t e r  m e m b r a n e  o f  t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e  i n d i c a t e d  t h a t  
t h e  n u c l e u s  p r o v i d e d  m e m b r a n e  m a t e r i a l  t o  t h e  G o l g i  b o d y .  
( P l a t e  4 . 7 ) .  
N " n c : t e u s  
- .  
T h e  n u c l e u s  o c c u p i e d  a  p o s i t i o n  f a c i n g  t h e  c o n c a v e  
s i d e  o f  t h e  c h l o r o p l a s t .  I t  w a s  b o u n d e d  b y  a n  e n v e l o p e  
c o m p o s e d  o f  t w o  m e m b r a n e s  s e p a r a t e d  b y  a n  i n t e r v e n i n g  s p a c e .  
( P l a t e  4 . 1 . 2 ) .  T h e  c o n t i n u i t y  o f  t h e  e n v e l o p e  V i a s  
i n t e r r u p t e d  s o m e t i m e s  b y  p o r e s ,  t h e  l u m e n  o f  w h i c h  s e e m e d  
t o  c o n t a i n e d  s o m e  o r g a n i z e d  m a t e r i G . l .  
( P l a t e  4 . 1 . 4 ) .  
T h e s e  p o r e s  m i g h t  p r o b a b l y  a l l o w  p a s s a g e  o f  m a t e r i a l  b e t w e e n  
t h e  n u c l e u s  a n d  t h e  c y t o p l a s m  ( P l a t e  4 . 1 . 3 ) .  
T h e  n u c l e u s  c o n t a i n e d  a  p r o m i n e n t  n u c l e o l u s ,  c o n s i s -
t i n g  o f  p a r t i c l e s  a b o u t  t h e  s i z e  a n d  d e n s i t y  o f  t h e  c y t o p l a s -
m i c  r i b o s o m e s  ( P l a t e s  4 . 1 . 1 ,  4 . 1 . 3 ) .  
I n  O s 0 4  f i x e d  c e l l s ,  t h e  n u c l e a r  m a t e r i a l  V i a s  h o m o g e n e o u s  
( P l a t e  4 . 1 . t ) .  I n  ( P l a t e  4 . 1 . 3 ) ,  h o w e v e r ,  t h e  n u c l e a r  
m a t e r i a l  a p p e a r e d  i n  t w o  f o r m s ,  a  r e l a t i v e l y  d e n s e  a r e a ,  
p r e s m 1 a b l y  r e p r e s e n t i n g  i n a c t i v e  c h r o m a t i n  ( h e t e r o c h r o m a t i n ) ,  
a n d  l e s s  d e n s e  a c t i v e  c h r o m a t i n .  T h e  h e t e r o c h r o m a t i n  w a s  
f O L m d  a J : ' o u n d  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  n u c l e u s ,  a n d  a l s o  i n  
s m a l l  c h u m p s  s c a t t e r e d  t h r o u g h o u t  t h e  n u c l e o p l a s m .  
-
l  
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S u c h  d i s t i n c t  r e g i o n s  i n  t h e  n u c l e u s  c o u l d  a l s o  b e  
d i s t i n g u i s h e d  i n  t h e  G l u t .  K l m 0
4  
f i x e d  c e l l  ( P l a t e  4 . 3 . 1 ) .  
T h e  o u t e r  m e m b r a n e  o f t " n  " a v e  r i s e  t o  b l e b s ,  e S l l e c i a l l y  
i n  t h e  r e g i o n  a d j a c e n t  t o  t h e  f o r m i n g  f a c e  o f  t h e  G o l ( , ; i  
b o d y .  ( P l a t e  4 . 7 ) .  
l o I i t o c h o n d r i a  
- -
T h e s e  o r c : a n e l l e s  w e r e  l i m i t e d  b y  t w o  d i s t i n c t  
m e m  b r : 1 l l  e s .  
~he invafin~tions o f  t h e  i n n e r  m e m b r a n e  
i n t o  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m a t r i x  f o r m e d  c r i s t a e .  ( P l a t e  
4 . 5 . 5 ) .  
T h e  s h a D e  0  f '  t h e  m i t o c h o n d r i a  w a s  v a r i a b l e ,  
a n d  t h e r e  w a s  n o  a p p a r e n t  a s s o c i l t i o n  o f  t h e  m i t o c h o n d r i a  
w i  t h  o t h e r  o r g a n e l l E ' s .  T h e  m i t o c h o n d r i a  t e n d e d  t o  l i e  
a l o n E "  t h e  ' l e r i p h e r y  o f  t h e  y o u n o :  c e l l  ( P l f l . t e  4 . 1 . 2 ) .  
F i n e  D N A  f i b r i l s  r e s e m b l i n r - t h o s e  i n  t h e  c h l o r o p -
L i s t s  u n d  d e n s e  D f U ' t i c l e s  r e s e m b l i n r  r i b o s o m e s  w e r e  [ ' l a o  
o b s e r v e d  i n  F l u t a r C t l d e h , y d e  - O s O  4  f i x e d  c e l l s  ( P l a t e  4 . 5 . 6 )  
H o w e v e r ,  i n  K I i I n O  4  f i x e d  c e l l s  o n l y  t h e  a r e a s  o f  l o w  e l e c t r o n  
d e n s i t y  c o u l d  b e  distin~uished ( P l a t e  4 . 3 ) .  
V a c u o l e  
•  
I n  t h e  y o u n g  c e l l ,  a  d i s t i n c t  v a c u o l e  w a s  u s u a l l y  
a b s e n t .  A s  t h e  c e l l  a~ed, h o w e v e r ,  a  l a r g e  v a c u o l e  
w a s  s e e n  s u r r o u n d e d  b y  a  m e m b r , m e  ( t o n o p l a s t ) .  
( P l a t e  4 - ' : i  ' +  ) .  
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4 . 2 . L~ 
D i s c u s s i o n  
T h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  o b s e r v a t i o n s  s h o w  t h a t ,  
a l  t h o u g l l  t h e  C h l o r e l l a  c h l o r o p l a s t  l a c k s  t h e  t y p i c a l  
g r a n a  f o u n d  i n  h i g h e r  p l a n t s ,  s t a c k i n g  o f  t h y l a k o i d s  
o c c u r s  i n  t h e  a l g a  t o  f o r m  g r a n a - l i k e  s t r u c t u r e s .  
T h e s e  a r e  v e r y  s i t H i l a r  i n  a p p e a r a n c e  a n d  c o n s t r u c t i o n  
t o  t h e  g r a n a  o f  h i g h e r  p l a n t s ,  h o w e v e r ,  i n  C h l o r e l l a  
t h e  s t a c k i n g  o c c u r s  b y  t h e  l a t e r a l  a s s o c i a t i o n s  o f  
2  t o  6  t h y l a k o i d s .  
T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  
s t a c k i n g  I l l a y  b e  a n  e s s e n t i a l  e l e l l l e n t  o f  t h e  l a m e l l a  
s y  s t e m  o f  C h l o r e l l a .  
D a s e d  o n  c h l o r o p l a s t  l a 1 l l e l l a e  o r g a n i s a t i o n  
} ; a n t o n  ( 1 9 6 6 ) ,  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  C h l o r e l l a  m a y  
r e p r e s e n t  a n  i n t e r 1 l l e d i a t e  f o r m  b e t , ; e e n  " l O \ . e r "  a n d  
" h i g h e r "  p l a n t  s .  
S h e  p r o p o s e d  t h a t  h i g h e r  p l a n t s  
h a v e  g r a n a  a n d  C h l o r o p h y l l  b ,  a n d  l o w e r  p l a n t s  h a v e  
g r a n a  f r e e  c h l o r o p l a s t s  o r  f r e e  t h y l a k o i d s  a n d  
a c c e s s o r y  p i g m e n t s  d i f f e r e n t  f r o m  C h l o r o p h y l l  b .  
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•  
N u c l e i c  A c i d s  
I n  t h e  p r e s e n t  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s t u d y ,  t h e  
r e m o v a l  b y  d e o x Y r i b o n u c l e a s e  d i g e s t i o n  o f '  f ' i b r i l s ,  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  l o w  d e n s i t y  a r e a s  i n  t h e  g r o u n d  
s u b s t a n c e  o f '  t h e  c h l o r o p l a s t ,  i n d i c a t e s  t h a t  t h e y  a r e  
l i k e l y  t o  b e  D N A  f ' i b r i l s .  
T h i s  o b s e r v a t i o n  i s  
s u p p o r t e d  b y  t h e  l i g h t  m i c r o s c o p e  e v i d e n c e  o b t a i n e d  
' v i  t h  F e u l g e n  f ' l u o r e s c e n t  d Y e  s t a i n i n g  o f '  D N A  i n  t h e  
c h l o r o p l a s t  ( P l a t e  I f  A  ) .  
G i b b s  ( 1 9 6 8 ) ,  D i s a l p u t r a  a n d  B i s a l p u t r a  ( 1 9 6 9 )  
h a v e  s h o , m  t h e  e x i s t e n c e  o f '  a  r e g u l a r  p a t t e r n  o f '  
i n t e r n a l  o r g a n i s a t i o n  o f '  D N A  c o n t a i n i n g  a r e a s  i n  b r o w n  
a l g a e .  
I n  C h l o r e l l a  N M ; I  h O ' f e v e r ,  n o  s u c h  p a t t e r n  i s  
d e t e c t e d .  
A  n u m b e r  o f '  D N A  c o n t a i n i n g  a r e a s  o c c u r  
i n  s e c t i o n s  o f '  c h l o r o p l a s t s .  
T h e y  a r e  f ' o u n d  i n  t h e  
v i c i n i t y  o f '  t h e  p y r e n o i d  a s  w e l l  a s  b e t > - J e e n  t h e  l a m e l l a e  
( P l a t e  I f .  2 . 1 ) .  
T h e i r  d i s t r i b u t i o n  i s  m u c h  m o r e  
c o n s p i c u o u s  t h a n  t h a t  r e p o r t e d  b y  R i s  a n d  P l a u t  ( 1 9 6 2 )  
f o r  C h l a , m y d o m o n a s .  
D i f ' f e r e n t  c o n f ' i g u r a t i o n s  ~DNA u n i t s  i n  c h l o r o p l a s t  
a n d  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e s e  u n i t s  a n d  i n t e r n a l  
c h l o r o p l a s t  m e m b r a n e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  p l a n t s  
a n d  a l g a e  ( D i s a l p u t r a ,  1 9 6 7 ;  l v o o d c o c k  a n d  F e r n a n d e z ,  
1 9 6 8 ;  \ { e r z  a n d  K e l l n e r ,  1 9 6 ( l ;  B i s a l p u t r a  a n d  B u r t o l l . ,  1 9 6 9 } .  
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T h e  p r e s e n t  r e s u l t s  clearl~ d e m o n s t r a t e  t h a t  c h l o r o p l a s t  
D N A  o f  C h l o r e l l a  N l I T  e x i s t  a s  a  n u m b e r  o f  s h o r t  s i n g l e  
u n i t s ,  
( P l a t e  4 . 2 . 2 ) .  
T h e s e  u n i t s  a r e  n o t  r e s t r i c t e d  
t o  t h e  l o w ·  d e n s i t y  a r e a s ,  b u t  a r e  a l s o  f o u n d  i n  e l e c t r o n  
d e n s e  a r e a s ,  w h e r e  t h e i r  p r e s e n c e  m a y  s o m e t i m e s  b e  
o b s c u r e d  b~ t h e  r i b o s o m e s .  
T h i s  s u g g e s t s  a  , d d e  
d i s t r i b u t i o n  o f  D N A  i n  c h l o r o p l a s t .  
H O ' 1 e V e r ,  a  f e , ;  
a r e a s  c o n t a i n i n g  m o r e  D N A  a p p e a r  t o  b e  randoml~ 
d i s t r i b u t e d  t h r o u g h  t h e  c h l o r o p l a s t  m a t r i x  a n d  a r o u n d  
t h e  p y r e n o i d  r e g i o n .  
T h e s e  a r e a s  m a y  r e p r e s e n t  s i t e s  
o f  g r e a t e r  a c t i v i t y  i n  t h e  c h l o r o p l a s t .  
T h e  p r e s e n c e  o f  l i n e a r ,  s i n g l e  l o o p e d  a n d  d o u b l e  
l o o p e d  c o n f i g u r a t i o n s  o f  D N A  u n i t s  ( P l a t e  4 . 2 . 2 )  s u p p o r t  
t h e  c o n c l u s i o n  o f  B i s a l p u t r a  a n d  D u r t o n  ( 1 9 6 9 )  t h a t  t h e  
c h l o r o p l a s t  h a s  i t s  o w n  s e l f - d u p l i c a t i o n  m e c h a n i s m .  
F u r t h e r m o r e .  t h i s  s t u d y  s h o ' f s  a n  i n t i m a t e  a s s o c i a t i o n  
o f  D N A  u n i t s  n o t  on1~ w i t h  t h e  l a m e l l a  m e m b r a n e s  b u t  
a l s o  ' f i t h  t h e  p y r e n o i d .  P l a t e s  4 . 2 . 2  a n d  4 . 5 . 4  
s h o w  a t t a c h m e n t  o f  D N A  f i b r i l s  t o  t h e  l a m e l l a e  a t  
s e v e r a l  l o c a t i o n s .  
T h e  d i r e c t  a s s o c i a t i o n s  o f  r i b o s o m e s  
t o  t h e  D N A  f i b r i l s  a n d  t h e i r  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  t h e  
l a m e l l a  m e m b r a n e  ( P l a t e  4.~.2) s u g g e s t  t h e  p o s s i b i l i t y  
o f  f o r m a t i o n  o f  r i b o s o m e s  a t  t h e  s i t e  o f  a t t a c h m e n t  o f  
t h e  D N A  u n i t s .  
G i b b s  ( 1 9 6 7 )  u s i n g  O c h r o m o n a s  d a n i c a ,  
h a d  s h m m  b y  a u t o r a d i o g r a p h y  t h a t  d u r i n g  s y n t h e s i s  o f  
c h l o r o p l a s t  R N A ,  t h e  n e w l y  f o r m e d  R N A  a p p e a r e d  o v e r  
t h e  r e g i o n s  o f  t h e  c h l o r o p l a s t  D N A .  A f t e r  t w o  h o u r s  
t h e  R N A  w a s  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  c h l o r o p l a s t .  
s c o t t  a n d  S m i l l i e  ( 1 9 6 8 )  h a v e  p r e s e n t e d  e v i d e n c e  t h a t  
c h l o r o p l a s t  D N A  c o d e d  f o r  t h e  R N A  o f  c h l o r o p l a s t  
r i b o s o m e s .  T h e s e  f i n d i n g s  r e c e i v e  s u p p o r t  b y  t h e  
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p r e s e n c e  o f  r i b o s o m e s  a n d  p o l y r i b o s o m e s  c l o s e  t o  D N A  
f i b r i l s  a s  ,~ell a s  f r e e  w i t h i n  t h e  l I a t r i x  i n  C h l o r e l l a  
N } I I .  T h e  c l o s e  a s s o c i a t i o n  o f  D N A  f i b r i l s  w i t h  t h e  
l a m e l l a r  m e m b r a n e s ,  r i b o s o m e s  a n d  p o l y r i b o s o m e s  s u g g e s t  
t h e  p r e s e n c e  o f  a  p r o t e i n  s y n t h e t i c  s y s t e m  c l o s e l y  
l i n k e d  ,~ith t h e  l a m e l l a e  o f  t h e  c h l o r o p l a s t .  
T h i s  
V i s u a l  i n d i c a t i o n  o f  a n  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  t h e  l a m e l l a r  
m e m b r a n e s  a n d  a  p r o t e i n  s y n t h e t i c  i n  t h e  c h l o r o p l a s t  
m a k e s  i t  e a s i e r  t o  u n d e r s t a n d  t h e  b i o c h e m i c a l  f i n d i n g  
o f  t h e  i n t e r r e l a t i o n s  h i ?  b e t w e e n  l a m e l l a e  a n d  p i g m e n t  
f o r m a t i o n  a n d p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  c h l o r o p l a s t  ( S o k a 1 V a  
a n d  H a s e ,  1 9 6 7 ;  s t e r n  e t  a l .  1 9 6 4  a , b ) .  
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G o l g i  b o d y  
P l a t e s  4 . 6 . 1 ,  2 ,  J  a n d  4  s u g g e s t  a  r a t h e r  c o m p l e x  
s t r u c t u r e  o f  t h e  G o l g i  b o d y .  T h e y  i n d i c a t e  t h e  
p r e s e n c e  o f  a  c o m p a c t  c e n t r a l  r e g i o n ,  w h i c h  g i v e s  
r i s e  t o  t h e  f o r m  o f  c i s t e r n a e  s e e n  i n  s e c t i o n e d  
w a t e r i a l  ( P l a t e  4 . 6  ) .  S h o r t  t u b u l e s  p r o , j e c t  a l l  
a r o u n d  t h e  r i m s  o f '  t h e  p l a t e s .  
T h e  t u b u l e s  d o  n o t  
a n a s t o m o s e  a s  i n  t h e  m e r i s t e m a t i c  c e l l s  o f  A n t h o c e r o s  
( } I a n t o n ,  1 9 6 0 ) ,  o r  c e l l s  f r o m  t h e  s t e m  o f  A l l i u m  c e p a  
( C u n n i n g h a m  e t  a l ,  1 9 6 6 ) .  V e s i c l e s  a r e  a t t a c h e d  t o  
t h e m  o r  a r e  r e l e a s e d  b y  b u d d i n g  a t  t h e i r  t i p s .  T h e  
c o n n e c t i o n  b e t w e e n  t h e  G o l g i  b o d y  a n d  t h e  n u c l e u s  o f  
C h l o r e l l a  ~rr i s  c l e a r l y  s h o w n  i n  P l a t e s  4 . 7 . 1 ,  2 ,  J  
a n d  4 .  
T h e  G o l g i  b o d y  i s  c o n s i s t e n t l Y  o r i e n t e d  c l o s e  
t o  t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e .  
T h e  i n v o l v e m e n t  o f  t h e  
n u c l e u s  a p p e a r s  t o  b e  t h e  s y n t h e s i s  o f  m e m b r a n e  w h i c h  
i s  f ' i r s t  s e e n  a s  s n a l l  b l e b s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  o u t e r  
l a y e r  o f  t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e .  T h e  b l e b s  c o n s t r i c t  
f r o m  t h e  r e m a i n d e r  o f '  t h e  e n v e l o p e  a n d  d e t a c h  a s  
i s o l a t e d  v e s i c l e s ,  w h i c h  a r e  t h e n  i n c o r p o r a t e d  i n t o  
t h e  s t r u c t u r e  o f '  t h e  G o l g i  b o d y  a t  t h e  f o r m a t i v e  f ' a c e .  
B o u c k  ( 1 9 6 5 )  f ' o u n d  t h a t  i n  t h e  o r d e r  F u c a l e s ,  
t h e r e  w a s  a  t e n d e n c y  f ' o r  t h e  G o l g i  b o d y  t o  b e  a s s o c i a t e d  
~ith t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a s  w e l l  a s  ~ith t h e  
n u c l e a r  m e m b r a n e ,  a n d  h e  p r o p o s e d  t h a t  t h i s  t e n d e n c y  
m i g h t  b e  o f  s o m e  e v o l u t i o n a r y  s i g n i f i c a n c e .  T h e  
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p r e s e n t  s t u d y  sho,~s t h a t } w h i 1 e  t h e  G o l g i  b o d y  i s  
l o c a t e d  n e a r  t h e  n u c l e u s ,  r a w  n~teria1 f o r  i t s  
d e v e l o p m e n t  i s  p r o v i d e d  b y  t h e  o u t e r  n u c l e a r  m e m b r a n e .  
I n  m o r e  h i g h l y  e v o l v e d  o r g a n i s m s ,  s e v e r a l  G o l g i  b o d i e s  
a r e  p r e s e n t  i n  a  c e l l ,  a n d  t h e s e  a r e  u s u a l l y  f o u n d  
a w a y  f r o m  t h e  n u c l e u s .  
I n  t h e s e  c a s e s ,  r a w  m a t e r i a l  
i s  p r o b a b l y  p r o v i d e d  b y  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  
( K e s s e 1 ,  1 9 7 1 ) .  
N i t o c h o n d r i a  
T h e r e  a r e  a  n u m b e r  o f  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  
r e p o r t s  c o n c e r n i n g  n u c l e i c  a c i d s  i n  m i t o c h o n d r i a  o f  
anin~l c e l l s ,  b u t  v e r y  fe~ i n  p l a n t  c e l l s .  D N A  
f i b r i l s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  m i t o c h o n d r i a  o f  a  
f l a g e l l a t e  ( R i s ,  1 9 6 2 ) ,  c h i c k  e n b r y o  ( N a s s  a n d  N a s s ,  
1 9 6 ) ,  a n d  r i b o s o m e  i n  m i t o c h o n d r i a  o f  r a t  l i v e r  
( W a t s o n  a n d  A 1 d r i d g e ,  1 9 6 4 ) .  T h e  p r e s e n t  s t u d y  
sho~s b o t h  D N A  f i b r i l s  a n d  r i b o s o m e s  i n  m i t o c h o n d r i a  
o f  C h l o r e 1 1 a  N } I T  c e l l s ,  a n d  p r o v i d e s  a d d i t i o n a l  e v i d e n c e  
t o  t h e  vie~ t h a t  m i t o c h o n d r i a  m a y  b e  a b l e  t o  s y n t h e s i s e  
p r o t e i n s  i n d e p e n d e n t l y  o f  n u c l e a r  c o n t r o l ,  a n d  b e  
s e l f - r e p r o d u c i n g .  
4 . 2 . 5 .  
. : I .  
R e s u l t s  .  
~glena 
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T h e  f i n e  s t r u c t u r e  o f  t h e  n o r m a l  g r e e n  E u g l e n a  
h a s  b e e n  d e s c r i b e d  i n  v a r i o u s  p a p e r s  ( G i b b s ,  1 9 6 0 ;  
W o l k e n ,  1 9 6 1 ;  L e e d a l e ,  1 9 6 3 ;  B u e t o w ,  1 9 6 8 ) .  
T o  f a c i l i t a t e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  c h a n g e s  a c c o m p a n y i n g  t r e a t m e n t  
w i t h  h e r b i c i d e ,  a  b r i e f  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  s p e c i e s  u s e d  i n  
t h e  p r e s e n t  s t u d y  w a s  t h o u g h t  n e c e s s a r y ,  b u t  w i t h  p a r t i c u l a r  
r e f e r e n c e  t o  t h e  e x i s t e n c e  o f  t h e  c o m p o n e n t s  o f  a  p r o t e i n  
s y n t h e t i c  s y s t e m  i n  t h e  E u g l e n a  c h l o r o p l a s t .  
P l a t e  4 . 8  s h o V l s  p h o t o m i c r o g r a p h s  o f  E u g l e n a  c e l l s  
i n  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  t h e  l i f e  c y c l e .  T h e  E w : ; l e n a  c e l l  
h a d  1 0  t o  1 2  e l o n g a t e d  c h l o r o p l a s t s .  ( P l a t e  4 . 9 . 2 )  a n d  
u s u a l l y  c o n t a i n e d  a  n u m b e r  o f  p a r r u n y l o n  b o d i e s  ( P l a t e  4 . 9 . 1 ) .  
P l a t e  4 . 1 0 . 1  r e p r e s e n t s  r o t  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  a  G l u t  -
O s 0 4  f i x e d  c e l l .  
E a c h  o f  t h e  c h l o r o p l a s t s  c o n t a i n e d  1 0  t o  
2 0  b a n d s  o f  l a m e l l a e ,  m a d e  u p  o f  a  v a . r i a b l e  n u m b e r  o f  
t h y l a k o i d s  ( 2  t o  6 ) ,  ( P l a t e  4 . 1 1 . 1 ) .  
E a c h  c h l o r o p l a s t  
con~ained a  s i n g l e  p y r e n o i d .  I n  a  t r a n s v e r s e  s e c t i o n ,  t h e  
p y r e n o i d  V i a s  o b s e r v e d  t o  e x t e n d  a c r o s s  t h e  w i d t h  o f  t h e  
c h l o r o p l a s t ,  r o l d  t o  h a v e  a  s h e a t h  o f  p a r a m y l o n  o n  e a c h  s i d e .  
P l a t e  4 . 1 2 . 1  s h o w s  a  m i c r o g r a p h  o f  s u c h  a  s e c t i o n  f r o m  a  
c e l l  f i x e d  i n  K l m 0
4  
o n l y .  
T h e  p y r e n o i d  m a t r i x  w a s  d i f f e r e n t  
f r o m  t h a t  o f  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  c h l o r o p l a s t ,  a n d  w a s  
c r o s s e d  b y  w i d e l y  s p a c e d  b a n d s  o f  l a m e l l a e ,  c o n s i s t i n g  o f  
t w o  t h y l a k o i d s  o n l y .  
1 7 4  
N u c l e i c  a c i d s  
.  
I n  c e l l s  f i x e d  w i t h  K I < 1 n 0 4  o n l y ,  t t e  c h r o m a t i n i c  
a r e a s  o f  t h e  n u c l e u s  w e r e  w e l l  c o n t r a s t e d  ( P l a t e  4 . 1 2 . 1 ) .  
R e g i o n s  o f  l o w  e l e c t r o n  d e n s i t y ,  p r e s u m a b l y  c o n t a i n i n g  
D N A  w e r e  p r e s e n t  V i i  t h i n  t h e  m a t r i x  o f  t h e  cr~oroplast , 
m i t o c h o n d r i a  a n d  n u c l e o l u s .  
F i b r i l s  w i t h i n  t h e s e  a r e a s  
c o u l d  b e  d i s t i n g u i s h e d  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a  a n d  n u c l e o l u s ,  
b u t  w e r e  d i f f i c u l t  t o  d e t e c t  i n  t h e  c h l o r o p l a s t .  
T h e  s t a b i l i s a t i o n  o f  t h e  f i b r i l s  i n  t h e  n u c l e u s  b y  K M n 0 4  
w a s  c l e a r l y  i l l u s t r a t e d  i n  P l a t e  4 . 1 2 . 2 .  T h e  f i b r i l s  i n  
l o w  densit~ a r e a s  i n  t h e  n u c l e o l u s  w e r e  m o r p h o l o g i c a l l y  
s i m i l a r  t o  t h o s e  i n  t h e  n u c l e u s  ( P l a t e  4 . 1 2 . 2 ) .  
A f t e r  d e o x y r i b o n u c l e a s e  d i g e s t i o n ,  t h e  f i b r i l s  w e r e  
n o  l o n g e r  v i s i b l e  i n  t h e  n u c l e u s ,  w h i c h  a p p e a r e d  a s  a  
s t r u c t u r e  o f  hOffio~eneous m a t r i x .  A  s i m i l a r  h o m o g e n e o u s  
g r o u n d  s u b s t a n c e  c o u l d  b e  o b s e r v e d  i n  t h e  m i t o c h o n d r i a  a n d  
t h e  a r e a s  b e t w e e n  t h e  c h l o r o p l a s t  l a m e l l a e  ( P l a t e  4 . 1 3 . 1 ) .  
P r e - f i x a t i o n  b y  g l u t a r a l d e h y d e  f o l l o w e d  b y  K 1 i : n 0
4  
p r e s e r v e d  t h e  D N A  f i b r i l s  i n  t h e  c h l o r o p l a s t .  T h e s e  
f i b r i l s  w e r e  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  m a t r i x  b e t w e e n  t h e  
l a m e l l a e ,  a n d  a t  l e a s t  s o m e  w e r e  s e e n  a t t a c h e d  t o  t h e  
l a m e l l a r  m e m b r a n e s  
( P l a t e  4 . 1 3 . 2 ) .  
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R i b o s o m e s ,  r e m o v e d  i n  t h e  K l m 0
4  
f i x e d  c e l l s ,  
w e r e  w e l l  p r e s e r v e d  b y  t h e  g l u t a r a l d e h y d e  - O s 0 4  
f i x a t i o n .  
P o l y r i  b o s o m e s  w e r e  o f t e n  s e e n  a t  t a c l l e d  t o  
t h e  l a . F . l e l l a  m e m b r a n e s  a n d  f r e e  i n  t r l e  s t r o m a  r e g i o n  
o f  t h e  chloropl~st ( P l q t e  4 . 1 4 . 1 ) .  
P e l l i c l e  
-
. . . .  
T h e  p e l l i c l e  w a s  q u i t e  f l e x i b l e  ' l . . Y J . d  c h a n l r e d  
s l m p e  d u r i n g  m o v e m e n t  ( P l a t e  4 . 9 . 2 ) .  
T i l e  p e l l i c l e  w a s  c o m p o s e d  o f  ( 1 )  t l l e  p l a s m a l e m m a ,  
( 2 )  r i d g e s  a n d  r ; r o o v e D ,  ( 3 )  f o u r  m i c r o t u b u l e s ,  a n d  
( 4 )  a  D u b ! J e l l i  c u l ' . r  t u b u l e  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i  c u l L u o .  
T w o  o f  t h e  n i c r o t u b u l e s  w i t h i n  t h e  r i d g e  a r e  c l o s e  
t o e e t h e t '  w i t h  f ) 1 1 0  t o u c h i n ' ;  t h e  c e l l  r n e m b r n n e  ( P l . ' l t e  4 . 1 1 . 2 )  
§.:t.:i,gro,~ o , r  . .  e~sp.ot. 
T h e  e y e s p o t  w a s  f o u n d  o u t s i d e  t l l e  c l ' l l o r o p l a s t ,  i n  
o o n t r 8 . s l : ;  t o  t h e >  e y e s  J o t  f o u n d  ' N i  t h i n  t h e  c h l o r o p l a s t  
m e m b X u c . l l e  i n  t h e  m o t i l e  g r e e n  chl.~ydom.9na.s. . ( walne~'!! 1 9 6  7  )  
T h e  e y e s p o t  w a s  l o c a t e d  a t  o n e  s i d e  o f  t h e  b a s e  o f  t h e  
r e s e r v o i r ,  fa cin~ t h e  p a r a f l a g e l l a r  b o d y .  ( P l a t e  4 . 1 4 . 2 )  
I n  t h e  l i v i n g  c e l l s ,  t h e  e y e s p o t  c o n s i s t e d  o f  a  g r o u p  
o f  o r m , ; r e - r e d  ~ra.l1ules , ( P l a t e  4 . 9 . 3 ) ,  v / h i c h  a~)peared a s  
d e n s e  o s m i o p h i l i c  g l o b u l e s  o f  v a r i a b l e  d i D m e t e r  L m d e r  
t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  E a c h  g r a n u l e  s e e o e d  t o  b e  
s u r r o u n d e d  b y  a  m e m b r a n e .  T h e  e y e s p o t ,  a s  a  w h o l e ,  h E . d  
1 1 0  b o u n d i n g  m e m b r a n e s .  T b . e  g r a n u l e s  a p p e a r e d  t o  l i e  
f r e e  i n  t h e  c y t o p l a s m  i n  a  l o o s e l y  p a c l c e d  g r o u p .  
A  n u m b e r  o f  t u b L l l . e s  c O l u d  b e  O b S e l " V e d  b e t w e e n  t h e  
" y e s  p o t  a n d  t h e  l . i n l i t i n g  m e m h r a n e  o f '  t h e  r e s e r v o i r .  
(Pl~te 4 . 1 4 . 2 ) .  
G o l ' i i  a p p a r a t u s  
' l ' l o t ' E '  t h a n  o n e  G o l g i  b o d y  '~erE' f o u n d  i [ l  L  h e  
E u g l e n a  c e l l .  
E a e h  co~sjsted o f  P o  t o  2 0  s t a c k e d  
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f l a t t e n e d  c i s t e r n a e ,  w i t h  v e s i c l e s  b u d d i n g  o f f '  a t  b o t h  
e n d s  ( P l a t e  4 . 1 1 . 3 ) .  
M i t o c h o n d r : l a  
T h e  m i t o c h o n d r i a  v a r i e d  i n  s i z e ,  s h a p e  a n d  
s t r u c t u r e  a n d  w e r e  u s u a l l . y  f o u n d  s c a t t e r e d  w i t h i n  
t h e  c y t o p l a s m  ( P l a t e  4 . 1 2 . 1 ) .  
4 . 2 . 4  D i s c u s s i o n  
T h e  e l e c t r o m i c r o g r a p h s ,  s h o w i n g  s e c t i o n s  o f  
c h l . o t ' o p l . a s t ,  G o l g i  b o d y ,  s c u l p t u r e d  p e l l . i e l e ,  e y e s p o t  
o f  t h e  E u g l e n a  s p .  n s a d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  a r e  v e r y  
s i m i l a r  t o  t h o s e  d e s c r i b e d  b y  G i b b s  ( 1 9 6 0 ) ,  a n d  B u e t o w  
( 1 9 6 8 )  f o r  E u g l e n a  g r a c i l i s .  T h e s e  s i m i l a r i t i e s  
s u g g e s t  t h a t  t h e  E u g l e n a  S p a  s t u d i e d  m a y  b e  a  E u g l e n a  
g r a c i l i s  s t r a i n .  
N u c l e i c  a c i d s  
' . r h e  p r e s e n c e  o f '  D N A  a n d  R N A  i n  t h e  c h l o r o p l a s t  
o f '  E u g l e n a  h a v e  b e e n  w e l l .  e s t a b l i s h e d  b y  b i o c h e m i c a l  
a n d  a u t o r a d i o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  ( B r a w e r m a n ,  G ,  1 9 6 3 ;  
I  
I  
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B r a w e r l 1 . a n  a n d  E i s e n s t a d t ,  1 9 6 h ;  R a y  a n d  H a n a w a l  t ,  
1 9 6 h ;  S a g a n  , e t  a l ,  1  9 6 5 )  •  D e t a i l e d  e l e c t r o n  m i c r o -
s c o p i c  s t u d i e s  o f  E u g l e n a  c e l l s  h a v e  b e e n  m a d e  ( W o l k e n ,  
1 9 6 1 ;  L e e d a l e ,  1 9 6 1 ;  B u e t o w ,  1 9 6 8 )  a n d  a l t h o u g h  t h e  
p r e s e n c e  o f  r i b o s o m e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d ,  DK~ f i b r i l s  
a n d  p o l y r i b o s o m e s  h a v e  n e v e r  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  
c h l o r o p l a s t s .  
I n  t h i s  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  i n v e s t i g a t i o n ,  t h e  
p r e s e n c e  o f  D N A  f j , b r i l s ,  r i b o l ' J o m e s  a n d  p o l y r i b o s o m e s  
i s  c o n v i n c i n g l y  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  c h l o r o p l a s t  o f  
E u g l e n a .  T h e  a t t a c h m e n t  o f  D N A  a n d  p o l y r i b o s o m e s  
t o  t h e  l a n , e l l a  m e m b r a n e  s u g g e s t s  t h a t  r i b o s n m e s  i n  
t h e  c h l o r o p l a s t  o f  E u g l e n a  a r e  f o r m e d  a t  t h e  s i t e  o f  
a t t a c h m e n t  o f  D N A  t o  t h e  l a m e l l a  m e m b r a n e  a n d  a s s e m b l e d  
i n t o  p o l y r i b o s o m e s .  T h i s  w o u l d  a l s o  i m p l y  t h . ' l t  
s y n t h e s i s  o f  p r o t e i n s  b y  t h e s e  p o l y s o m e s  t a k e s  p l a c e  
a t  t h e  s a m e  s i t e .  D u r i n g  t h e  r i b o s o m e  c y c l e ,  t h e  
r i b o s o m e s  a n d  p o l y s o n ' e s  D l a y  b e c o m e  d e t a c h e d  f r o m  t h e  
m e m b r a n e  a n d  m o v e  i n t o  t h e  s t r o m a  r . a : g i o n .  
' I h i s  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  d e m o n s t r a t i o n  o f  b o t h  
D N A  a n d  p o l y r i b o s o m e s  i n  t h e  E u g l e n e  c h l o r o p l a s t  
c o n f i r m s  t h a t  c h l o r o p l a s t  c o n t a i n s  t h e  c o m p o n e n t s  
n e c e s s a r y  t o  s y n t h e s i z e  m o s t  i f  n o t  a l l  o f  i t s  p r o t e i n s .  
F u r t h e r m o r e ,  a s  d i s c u s s e d  e a r l i e r ,  f o r  e l u o r e l l a  
•  
c h l o r o p l a s t s ,  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  s h o w s  t h e  
c l o s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  a  c h l o r o p l a s t  p r o t e i n  
s y n t h e t i c  s y s t e m  a n d  t h e  l a m e l l a e  i n  E u g l e n a .  
•  
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o h l o r o p l a s t  
l a m e l l a  
D N A  f i b r i l s  
p y r e n o i d  
c e l l  w a l l  
c h l o r o p l a s t  m e m b r a n e  
c y t o p l a s m i c  r i b o s o m e  
c h l o r o p l a s t  r i b o s o m e  
m i t o c h o n d r i a  
G o l g i  b o d y  
n u o l e u s  
p o l y r i b o s o m e  
l o w  d e n s i t y  a r e a  
P l a t e  4 . 1 . 1  
P l a t e  4 . 1 . 2  
P l a t e  4 . 1 . 3  
P l a t e  4 . 2 . 1  
P l a t e  4 . 1  
S e c t i o n  o f  a  c h l o r e l l a  N M I  c e l l .  
T h e  c h l o r o p l a s t  ( C )  i s  c u p - s h a p e d  a n d  
l o c a t e d  a r o u n d  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  c e l l .  
N o t e  t h e  s i n , s l e  p y r e n o i d  ( P )  w i t h  s t a r c h  
s h e a t h  ( S ) .  S t a r c h  g r a n u l e s  ( S )  a . r e  
a l s o  f o u n d  b e t w e e n  t h e  l a m e l l a e .  
T h e  n u c l e u s  ( N )  i s  w e l l  d e f i n e d  w i t h  a  
c e n t r a l  n u c l e o l u s  ( N u ) ,  a n d  a  p e r i n u c -
l e a r  G o l g i  b o d y  ( G ) .  S t r u c t u r e  i n  t h e  
n u c l e u s  i n d i c a t e d  b y  a n  a r r o w  m a y  b e  
m i c r o t u b u l e .  
G l u t  - O s 0 4 '  x  3 3 , 6 0 0  
N u c l e a r  p o r e  ( a r r o w ) ,  s h o w i n g  p r e s e n c e  
o f  m a t e r i a l  i n  t h e  l u m e n .  
G l u t  - O s 0 4 '  x  1 0 5 , 0 0 0  
S e c t i o n  o f  c e l l ,  s h o v r i n G  t h e  n u c l e u s  
( N )  a n d  G o l g i  b o d y  ( G )  a n d  m i t o c h o n d r i a  
( M )  •  N o t e  d a r k l y  s t a i n e d  a r e a s  o f  
h e t e r o c h r o m a t i n  ( w h i t e  a r r o w s )  i n  t h e  
n u c l e o p l a s m .  N u c l e a r  p o r e  i s  i n d i c a t e d  
b y  b l a c k  a r r o V l .  
G l u t  - O s 0 4 '  x  6 1 , 8 0 0  
P l a t e  4 . 2  
S e c t i o n  o f  c h l o r e l l a  N M I  s h o v r i n g  t h e  
~eripheral c h l o r o p l a s t .  F i n e  f i b r i l s  
I f )  a n d  r i b o s o m e s  ( C r )  c a n  b e  s e e n  i n  
t h e  o r g a n e l l e .  T h y l a k o i d s ,  a s s o c i a t e d  
i n t o  b a n d s ,  ( L a )  a r e  w e l l  o r i e n t a t e d  i n  
o n e  d i r e c t i o n ,  a n d  c r o s s  t h e  c h l o r o p l a s t  
f r o m  o n e  e n d  t o  t h e  o t h e r .  P l a s m a  
m e m b r a n e  ( P I , I )  i s  m~de 0 1 '  t w o  d e n s e  l i n e s  
w i t h  a n  i n t e r v e n i n g  c l e a r  s p a c e .  
T h e  c h l o r o p l a s t  m e m b r a n e  ( C M )  i s  a l s o  
t r i p a r t i t e ,  b u t  e a c h  d e n s e  l i n e  h a s  a  
u n i t  m e m b r a n e  s t r u c t u r e  - ( c i r c l e  i n  
i n s e t  4 . 2 . 1 A )  
G l u t  - O s 0 4 '  
P l a t e  
P l a t e  
4 . 2 . 1  
4 . 2 . 1 A  
x  5 3 , 0 0 0  
x  1 1 6 , 0 0 0  
P l a t e  4 . 2 . 2  
P l a t e  4 . 3 . 1  
P l a t e  4 . 4 . 1  
P l a t e  4 . 5 . 1  
P l a t e  4 . 2  
M a g n i f i e d  p o r t i o n  o f  P l a t e  4 . 2 . 2 .  
N o t e  p r e s e n c e  o f  l i n e a r  D N A  f i b r i l s  
( d o u b l e  a r r o w s ) ,  s i n g l e  l o o p  ( L )  a n d  
d o u b l e  l o o p s  ( L S ) .  W h i t e  a r r o V l s  i n d i c a t e  
a t t a c h m e n t  o f  D N A  f i b r i l s  t o  l a m e l l a r  
m e m b r a n e .  R i b o s o m e s  ( O r )  a n d  p o l y s o m e s  
( P o )  a . r e  f o u n d  c l o s e  t o  o r  o n  t h e  D N A  
f i b r i l s .  
G l u t  - O s 0 4 '  x  1 0 5 , 0 0 0  
P l a t e  4 . 3  
O e l l  p r i n t e d  f o r  m a x i m u m  c o n t r a s t .  
N o t e  p r e s e n c e  o f  l o w  e l e c t r o n  d e n s e  
a . r e a s  ( L o )  a r o u n d  t h e  p y r e n o i d  a n d  
b e t w e e n  t h e  l a m e l l a e  i n  c h l o r o p l a s t ,  
a n d  i n  n : i t o c h o n d r i a  ( M ) .  T w o  d i f f e r e n t l y  
s t a i n e d  a r e a s  c a n  b e  s e e n  i n  t h e  n u c l e u s  
( N ) ,  I n s e t  ( A )  s h o w s  D N A  f i b r i l s  i n  l o w  
d e n s i t y  a r e a .  
G l u t  - K l m 0
4
,  x  6 0 , 0 0 0  
P l a t e  4 . 4  
P o r t i o n  o f  c h l o r o p l a s t ,  a f t e r  d e o x y -
r i b o n u c l e a s e  t r e a t m e n t  a n d  p r i n t e d  f o r  
m a x i m u m  c o n t r a s t .  N o t e  a b s e n c e  o f  D N A  
f i b r i l s  i n  l o w  e l e c t r o n  d e n s e  a r e a s .  
G l u t  - K M n 0
4
•  x  6 0 , 0 0 0  
P l a t e  4 . 5  
P o r t i o n  o f  c h l o r o p l a s t  s h o w i n g  p y r e n o i d  
c r o s s e d  b y  o n e  l a m e l l a ,  A r r o w  i n d i c a t e s  
l a m e l l a  f r o m  o n e  ' g r a n u m - l i k e '  s t a c k  
c r o s s i n g  o v e r  t o  a n o t h e r ,  
G l u t  - 0 8 °
4
,  x  6 6 , 3 0 0  
P l a t e  4 . 5 . 2  
P l a t e  4 . 5 . 3  
P l a t e  4 . 5 . 4  
P l a t e  4 . 5 . 5  
P l a t e  4 . 5 . 6  
P l a t e s  4 . 6 .  1 , 2 ,  
3  a n d  4  
P l a t e  4 . 5  c o n ' t .  
M i c r o g r a p h  s h o w i n g  t h r e e  l a m e l l a e  a c r o s s  
t h e  p y r e n o i d .  
G l u t  - Os 0 4 '  x  8 8 , 5 0 0  
S e c t i o n  o f  c h l o r e l l a  l~rr c e l l ,  s h o w i n g  
c h l o r o p l a s t  w i t h  2  p y r e n o i d s .  
G l u t  - K M n 0
4
•  x  2 9 , 7 0 0  
P o r t i o n  o f  c h l o r o p l a s t  s h o w i n g  p y r e n o i d  
a x e a .  No t e  s t a r c h  s h e a t h  ( S )  a n d  D N A  
f i b r i l s  ( f )  a r o u n d  p y r e n o i d .  
G l u t  - O s 0 4 '  x  2 2 , 1 0 0  
M i c r o g r a p h  s h o l V s  a  m i t o c h o n d r i o n .  
A r r o w  i n d i c a t e s  c x i s t a  f o r m e d  f r o m  
i n v a g i n a t i o n  o f  i n n e r  m e m b r a n e .  
G l u t  - O s 0 4 '  x  5 0 , 4 0 0  
S e c t i o n  s h o w s  D N A  f i b r i l s  ( f )  a n d  
r i b o s o m e s  ( h I r )  i n  m i t o c h o n d r i o n .  
N o t e  p r e s e n c e  o f  D N A  f i b r i l s  o f  
s i m i l a r  m o r p h o l o g y  i n  c h l o r o p l a s t  
( a r r o w )  •  
G l u t  - O s 0 4 '  x  6 0 , 0 0 0  
P l a t e  4 . 6  
G o l g i  b o d y  s e c t i o n e d  a t  d i f f e r e n t  l e v e l s .  
N o t e  a b s e n c e  o f  c y t o p l a s m i c  r i b o s o m e s  
i n  a r e a  b e t w e e n  n u c l e u s  a n d  f o r m i n g  f a c e  
o f  G o l g i  b o d y .  ( P l a t e s  4 . 6 . 1 , 2 ) .  
G l u t  - O s 0 4 '  
P l a t e  4 . 6 . 1  - x  7 2 , 0 0 0  
P l a t e s  4 . 6 . 2 , 3  a n d  4  -
x  1 1 6 , 0 0 0  
P l a t e  4 . 7 . 1  
P l a t e s  4 . 7 . 2  
4 . 7 . 3  
4 . 7 . 4  
P l a t e s  4 . 8 .  1 ,  2 ,  
3  a n d  4  
P l a t e  4 . 9 . 1  
P l a t e  4 . 9 . 2  
P l a t e  4 . 9 . 3  
P l a t e  4 . 7  
S e c t i o n  o f  c h l o r e l l a  m~ c e l l  
i l l u s t r a t e s  p e r i n u c l e a r  l o c a t i o n  
o f  G o l g i  b o d y .  
G l u t  - O s 0 4 '  x  6 1 , 8 0 0  
T h e  n u c l e u s  ( N )  a n d  r e g i o n  o f  b b e b b i n g  
o f  t h e  o u t e r  m e m b r a n e  o f  t h e  n u c l e a r  
e n v e l o p e  ( a r r o w s )  a r e  i d e n t i f i e d  i n  a l l  
f i g u r e s .  C o n s t r i c t i o n  o f  b l e b  f r o m  
r e m a i n d e r  o f  t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e  i s  
i n d i c a t e d  b y  d o u b l e  a r r o w s  ( p l a t e  4 . 7 . 3 )  
G l u t  - O s 0 4 '  
P l a t e s  4 . 7 . 2  a n d  3  x  
P l a t e  4 . 7 . 4  
P l a t e  4 . 7 . 5  
P l a t e  4 . 8  
x  
x  
1 1 6 , 0 0 0  
3 6 , 2 0 0  
8 8 , 2 0 0  
E u g l e n a  c e l l  a t  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  
c e l l  d i v i s i o n .  
P l a t e  4 . 9  
E u g l e n a  c e l l  g r o w n  a u t o t r o p h i c a l l y  i n  
l i g h t  f o r  7 2  h o u r s .  N o t e  n u m b e r  o f  
p a r a m y l o n  b o d i e s  ( p ) ,  n u c l e u s  ( n ) .  
E u g l e n a  c u l t u r e  s t a r v e d  f o r  2 4  h o u r s  
t o  f a c i l i t a t e  v i e w i n g  o f  c h l o r o p l a s t s .  
M o r e  t h a n  1 0  e l o n g a t e  c h l o r o p l a s t s  a r e  
f o u n d  i n  t h e  c e l l .  T h e  d i f f e r e n t  
s h a p e s  o f  t h e  c e l l s  i l l u s t r a t e  t h e  
f l e x i b i l i t y  o f  t h e  p e l l i c l e .  
N o t e  n u c l e u s  ( n )  w i t h  w e l l  d e f i n e d  
n u c l e o l u s  ( n u ) .  
E u g l e n a  c e l l  f i x e d  i n  g l u t a r a l d e h y d e .  
N o t e  p a c k e t  o f  d a r k  g r a n u l e s  f o r m i n g  
t h e  e y e - s p o t  ( E ) .  
P I a  t  e  1 ' . 9 . 4  
P l a t e  4 . 1 0 . 1  
P l a t e  4 . 1 1 . 1  
P l a t e  4 . 1 1 . 2  
P l a t e  1 1 . 1 1 . 3  
P a r t i c u l a t e  a p p e a r a n c e  o f '  n u c l e o -
p l a s m  ( a r r o w )  i n d i c a t e s  p r e s e n c e  
o f '  c h r o l : l a t i n  a n d  h e t e r o c l " l r o m a t i n  
a r e a s .  
P i a  t  e  4 . 1 0  
S e c  t i o n  o f '  E u g l e n a  s u m v i n g  a  n u m b e r  
o f '  c h l o r o p l a s t s  a n d  G o l g i  b o d i e s .  
N o t e  p r e s e n c e  o f '  s e v e r a l  p a r a n r y l o n  
b o d i e s  i n  t l " l e  c y t o p l a s m .  
G l u t  - 0 s 0 4 '  
x  1 2 , 0 0 0  
P l a t e  4 . 1 1  
S e c t i o n  o f '  c h l o r o p l a s t  t o  i l l u s t r a t e  
g r a n a - l i k e  r e g i o n s  c o n t a i n i n G '  2 . . , . 6  
t h y l a J w i d s ,  l i p i d  g l o b u l e s  ( a r r m v )  
G l u t  -
°  ° 1  •  s  ,  
x  
6 0 , 0 0 0  
P e l l i c l e  c o m p l e x  o f '  E u g l e n a  c e l l  s .  
S u b - p e l l i c u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  ( S E R ) ,  m i c r o t u b u l e s  ( T )  
G l u t  
- °  ° 1  •  
s  1  
x  
1 0 5 , 0 0 0  
S e c t i o n  s l" l m v i n g  G o l g i  b o d y .  N o t e  
v e s i c l e s  l J l l d d i n g  o f ' f '  a t  b o t h  e n d s  
o f '  t h e  c i s t e r n a e .  
G l n t  - 0 s 0 4 '  
x  6 0 , 0 0 0  
P l a t e  4 . 1 2 . 1  
P l a t e  4 . 1 2 . 2  
P l a t e  4 . 1 3 . 1  
P l a t e  4 . 1 3 . 2  
P l a t e  4 . 1 2  
S e c t i o n  o f  E u g l e n a  c e l l ,  s h o w i n g  
e l o n g a t e  c h l o r o p l a s t s  ( C )  w i t h  
p y r e n o i d  ( P y )  a n d  a d j a c e n t  ~aramylon 
s h e a t h  ( p ) ,  m i t o c h o n d r i a  ( M )  \ V i  t h  l o w  
d e n s i t y  a r e a s  ( a r r o w s ) ,  G o l g i  b o d y  ( G ) ,  
n u c l e u s  ( N )  w i t h  a r e a s  c o n t a i n i n g  
n e t w o r k  o f  f i n e  a n d  b e a d e d  D N A  f i b r i l s .  
N o t e  l o w  d e n s i t y  a r e a s  w i t h  D N A  f i b r i l s  
( a r r o w )  i n  n u c l e o l u s  ( N u ) .  
K M n 0
4
•  x  1 2 , 9 0 0  
M a g n i f i e d  p o r t i o n  o f  P l a t e  4 . 1 2 . 1  t o  
i l l u s t r a t e  D N A  f i b r i l s  ( a . r r o w s )  i n  
l o w  d e n s i t y  a r e a s  i n  n u c l e u s  a n d  
n u c l e o l u s .  
K M n 0
4
•  x  2 6 , 7 0 0 0  
P l a t e  4 . 1 3  
S e c t i o n  t h r o u g h  p a r t  o f  E u g l e n a  c e l l  
a f t e r  d e o x y r i b o n u c l e a s e  t r e a t m e n t .  
N o t e  h o m o g e n e o u s  m a t r i x  o f  n u c l e u s  ( N ) ,  
m i t o c h o n d r i a  ( l I I )  a n d  s t r o m a  b e t w e e n  
l a m e l l a e  o f  c h l o r o p l a s t  ( a r r o w ) ,  a s  
c o m p a r e d  t o  t h e  m a t r i x  w i t h  D N A  f i b r i l s  
i n  t h e  u n t r e a t e d  c e l l  ( P l a t e  4 . 1 2 . 1 )  
K M n 0
4
•  x  2 0 , 0 0 0  
S e c t i o n  t h r o u g h  c h l o r o p l a s t  o f  E u g l e n a  
s h o w i n g  f i v e  D N A  f i b r i l s  ( b l a c k  arrows ~ . 
N o t e  a t t a c h m e n t  o f  D N A  f i b r i l s  t o  
l a m e l l a e  ( w h i t e  a r r o w s )  
G l u t  - K M n 0
4
•  x  8 0 , 0 0 0  
,  
P l a t e  h . 1  h . 1  
P l a t e  4 . 1 4 . 2  
P 1 a t e  4 . 1 4  
P o r t i o n  o f  E U G l e n a  c b . l o r o p l a s t ,  
s h m , i n g  p o l y r i b o s o m e s  a t t a c h e d  t o  
t h e  l a m e l l a e  ( i n s e t s  A  a n d  n )  
G l u t  
- ° s O h ·  -
x  6 6 , ' 7 5 0  
x  1 1 6 , 9 0 0  
P o r t i o n  o f  E u e ; l e n 3  s h o V J i n c - e y e  
s p o t ,  a d j a c e n t  t o  t h e  r e s e r v o i r  
( R )  •  
G l u t  - 0 s 0 4 .  x  5 2 , 5 0 0  
A .  
D .  
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4 . 3 Ultrastructural study of cell 
division in Chlorella NfU 
4.3.1 Introduction 
There are some apparently conflicting 
reports on the pll.ysiology of Chlorella dLlring 
cell c.livision . Lorenzon (1953) reported that 
at a certain state in the life cycle, the nuclei 
of Cblorella pyrenoidosa became unstainable , 
while Tamiya et al (1961) shm;ed that they could 
stain the nuclei with Feulgen stain at all stages 
of the li:fe cy cle of Cblorella ellipsoidea . The 
limiting factor in cellular division of Chlorella 
ellipsoidea was reported to be a certain sulphur -
contain; ng substance (Hase et aI , 1961), whereas 
in Chlorella protothecoides , the limiting factor 
"as found to be DNA formation , (Sokawa and Base, 
1967) • 
179 
1 8 0  
F u X ' t  h e T ' ,  ' l ' a m i y a  ( 1 9 6 6 )  i n d i c a t  c d  t h . 8 . t  t b . e  p h o t o i n h i  b i  t i o n  o f  
c e l l  u l C I T  d i v i s i o n  w a s  v e r v  s t r o n l "  i n  s o r n e  s n e c i R s ,  b u t  o n l y  
w e a l ,  o r  n o i ;  0 .  ) C ) a r e n t  i n  o t h e r s .  
T h e r e  ' l . r e  ' l . l q o  8 .  n u m b e r  o f  a n n a r e n t l y  c o n 1 ' l i c t i n f  
o b s e
1
' V ' l t i o n s  i n  t h e  r e n o r t s  0 ' 1  ultr'~c;i:ructurc"l s t u d i e s  o f  
c e l l  d i v . l t ' i  o n  i n  C h l o r e l l ? . ,  w i  t b  r e p : a r d s  t o  f o r m a t i o n  o f  
' "  - -
n F . . r t i  t i o n  m e r - I b r a ' 1 e s ,  i n v o l v e r r . e n t  o f  ( j o l [ ' i  b o e l y  i n  c y t o p l a s m i c  
d i v i s : : ' o n ,  t i m e  s e c  u e n c e  o f  n J . c l e a r  a n d  c h l o r o p l a s t i c  d i v i s i o n s .  
( T 3 J ! l i y a ,  1 9 6 5 ;  S o e d e r ,  1 9 6 5 ;  S t a h e l i n ,  1 q 6 6 ;  B i s a l p u t r a  
e t  a . l ,  1 9 6 6 ;  ' I ! a n k a  a n d  i , l u l d e , ' s ,  1  < : ) 6 7 ;  G u e 1 . ' i n - D u J l h r t n . i  t ,  1 9 6 8 :  
W a n k a ,  1  Q 6 9 ) .  
A s  t h e s e  3 T ) o a
r
e n t l y  c o n f u s i n "  o b s e p v a t i o n s  a r e  p r o b a b -
l y  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n t  s p e c i e s  o~ s t r a i n s  o f  Chl.s~rell~ u s e d ,  
' n d  t h e  e x p e r i . m e n t a l  c o n d i t i o n s  u n d e r  w h i c h  t h e s e  s t u d i e s  
w e r e  m a d e ,  i t  b e c o m e s  n e c e s s a r v  t o  s t u d y  t h e  m o d e  o f  d i v i s i o n  
o f  t h e  C h l o r e l l a  l~,jI u n d e r  t h . e  c o n d i t i o n s  t o  b e  u s e d  i n  t h i s  
- - '  . .  - '  
i n v e s t i c ' 1  t i o n .  
4 .  ) . 2  / . 7 " t h o r 1 s  " . n d  I , i a t e r i  :  . .  1 s  
- - '  ,  
A  s y n c h r o n o u s  c l l l  t u r e  o f  C h l o r e l l a  m J !  w a s  u s e d .  
_  '  7  _ _  _  
C e l l s  w e r e  h ' l r v e s t e d  a t  i n i ; e r v a l s ,  a t  t h e  e n d  o f  t h e  d a r k  
p  , r i o d ,  d U Y ' i l 1 ' "  t h e  l i  ' h t  a n d  d a r k  p e r i o d s .  T h e  c e l l s  V l e r e  
f i x e d  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  i m m e d i a t e l y  a f t e r  c e n t r i f u g a -
t i o n .  T h e  f i > c a t i v e  w e r e  0 8 0 4  [ C n d  Y J , ' n 0
4
'  ' n d  fix~tion o r o c e -
•  
d l L ' e s  6  , - t n d  7  w e r e  L U 3 e d  ( C h H  t e r  3 ) .  
I n  b o t ; h  c a s e s  t i l e  f i x e d  c e l l s  w e r e  u s e d  f o r  e l e c t r o n  
m i c : r o s c o n y s  d e s c l " i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 4  •  
. .  c  
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4 . 3 . 3  
R e s u l t s  
,  
O f  p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  t h e  
c h a n g e s  i n  t h e  G o l g i  a p p a . r a t u s ,  a n d  i n  t h e  p r o c e s s e s  o f  
c y t o p l a s m i c  d i v i s i o n .  
a )  C e l l  a t  t h e  e n d  o f  t h e  d a r k  p e r i o d .  
T h e  y o u n g  c e l l  w a s  n e a . r l y  f i l l e d  w i t h  a  c h l o r o p l a s t  
c o n t a ;  n i n g  s t a . r c h  a l o n e ;  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  p y r e n o i d .  
V e r y  f e w  l e n t i c u l a r  s t a . r c h  g r a i n s  w e r e  o b s e r v e d  o u t s i d e  t h e  
p y r e n o i d  a r e a .  
T h e y  a p p e a r e d  i n  t h e  s t r o m a  b e t w e e n  t h e  
b a n d s  o f  l a m e l l a e .  T h e  n u c l e u s  f a c e d  t h e  c o n c a v e  s i d e  o f  
t h e  c h l o r o p l a s t  a n d  w a s  l i m i t e d  b y  a n  e n v e l o p e ,  c o n s i s t i n g  
o f  d o u b l e  m e m b r a n e s ,  w i t h  n u c l e a r  p o r e s .  
T h e  c e l l  c o n t a i n e d  
o n l y  o n e  G o l g i  a p p a r a t u s ,  v / h i c h  w a s  u s u a l l y  f o u n d  o n  o n e  
s i d e  o f  t h e  n u c l e u s  ( P l a t e  4 . 1 ) .  
T h e  e l e m e n t s  o f  t h e  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  w e r e  s p a r s e l y  d i s p e r s e d  i n  t h e  c y t o p l a s m .  
A  c o n t i n u i t y  e x i s t e d  b e t w e e n  t h e  o u t e r  n u c l e a r  m e m b r a n e  a n d  
t h e  m e m b r a n e s  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( P l a t e  4 . 1 ) .  
A  n u m b e r  o f  s m a l l  m i t o c h o n d r i a ,  w i t h  c h a r a c t e r i s t i c  c r i s t a e ,  
o c c u r r e d  a t  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  c e l l .  ( P l a t e  4 . 2 ) .  
A  s t a i n a b l e  s u b s t a n c e  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  s p a c e  
b e t w e e n  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  a n d  t h e  c e l l  w a l l .  
T h i s  s u b s t a n c e  w a s  a l s o  o b s e r v e d  d u r i n g  c e l l  d i v i s i o n  
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( b )  C e l l  d u r i n g  t h e  l i g h t  p e r i o d .  
T h e  c e l l  i n c r e a s e d  i n  s i z e .  T h e  cj1~oroplast n O V l  
c o n t a i n e d  m o r e  s t a r c h  g r a i n s  o u t s i d e  t h e  p y r e n o i d  a r e a .  
T h e  m i t o c h o n d r i a  m o v e d  f r o m  t h e  p e r i p h e r y  i n t o  t h e  i n n e r  
s p a c e  o f  t h e  c e l l .  ( P l a t e  4 . 3 ) .  T o w a r d s  t h e  e n d  o f  t h e  
l i g h t  p e r i o d ,  a  r e o r i e n t a t i o n  o f  o r g a n e l l e s  o c c u r r e d  w i t h i n  
t h e  c e l l  p r i o r  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  d a u g h t e r  c e l l s .  T h e  
m a t u r e  c h l o r o p l a s t  d i v i d e d  b y  c o n s t r i c t i o n .  D i v i s i o n  
s t a r t e d  w i t h  a n  i n i t i a l  c o n s t r i c t i o n  a r o u n d  t h e  c h l o r o p l a s t ,  
f o l l o V l e d  b y  p i n c h i n g  i n t o  t w o  c h l o r o p l a s t s  ( P l a t e s  4 . 4  a n d  
4 . 5 ) .  T h e  t w o  p a r t s  t h e n  m o v e d  t o  t h e  s i d e s  o f  t h e  c e l l  
w a l l  w i t h  t h e  n u c l e u s  b e t w e e n  t h e m  ( P l a t e  4 . 9 ) .  T h e  G o l g i  
a p p a r a t u s  o c c u p i e d  a  p e r i n u c l e a r  p o s i t i o n  ( P l a t e  4 . 6 )  a n d  
s h o w e d  a  m o d e r a t e  i n c r e a s e  i n  t h e  l a t e r a l  e x t e n t  o f  t h e  
c i s t e r n a e .  ( P l a t e  4 . 7 ) .  
N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  m o r p h o l o g y  o f  c i s t e r n a e  
w i  t h i n  t h e  s t a c k  w e r e  n o t i c e d .  T h e  G o l g i  a p p a r a t u s  t h e n  
d i v i d e d  ( d i c t y o k i n e s i s )  t o  g i v e  t w o  d a u g h t e r  G o l g i  c o m p l e x e s .  
P l a t e  4 . 8  s u g g e s t e d  t h a t  f o r m a t i o n  o f  t h e  t w o  G o l g i  c o m p l e x e s  
w a s  b r o u g h t  a b o u t  b y  d i v i s i o n  a t  t h e  m i d d l e  o f  t h e  o r i g i n a l  
G o l g i  a p p a r a t u s .  A t  t h i s  s t a g e ,  c y t o p l a s m i c  d i v i s i o n  w a s  
i n i t i a t e d  b y  i n v a g i n a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  f o r m i n g  
a  f u r r o w  b e t w e e n  t h e  t w o  n e w l y  f o r m e d  G o l g i  c o m p l e x e s .  
( P l a t e s  4 . 9  a n d  4 . 1 0 ) .  
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c )  C e l l  d i v i s i o n  
T h e  s u h e r i c a l  n u c l e u s  elo~cated a n d  d i v i d e d ,  b y  
c o n s t r i c t i o n .  D u r i n i J :  ( n u c l e a r  )  d i v i s i o n ,  t h e  n u c l e a r  
m e m b r a n e  d i d  n o t  d i s a p p e a r ,  s h o w i n g  t h a t  a l g a  N M I  p e r f o r m e d  
n u c l e a r  d i v i s i o n  o f  t h e  e n d o m i t o t i c  t y p e .  
A s  t h e  t w o  
d a u g h t e r  n u c l e i  m o v e d  a p a r t ,  t h e  d i v i s i o n  f u r : r o V l  e x t e n d e d  
d o w n  b e t w e e n  t h e m .  ( P l a t e s  4 . 1 1  a n d  4 . 1 2 ) .  
T h e  G o l g i  
c o m p l e x e s  m o v e d  t o w a r d s  t h e  e d v e s  o f  t h e  f u r r o w  a n d  
d i f f e r e n t i a t i o n  o f  c i s t e r n a l  s t r u c t u r e  w a s  o b s e r v e d .  T h e  
c i s t e r n a e  o n  t h e  p o l e  f a c i n g  t h e  n u c l e u s  r e m a i n e d  u n c h a n g e d  
w h i l e  t h e  c i s t e r n a e  o n  t h e  p o l e  facin~ t h e  f u r r o w  w i d e n e d  
( P l a t e  4 . 1 1 )  a n d  e x h i b i t e d  e l e c t r o n  t r a n s p a r e n t  i n t e r i o r s .  
A  d i f f e r e n t  c l a s s  o f  v e s i c l e s ,  l a r g e r  t h a n  t h . e  v e s i c l e s  
g e n e r a l l y  a s s o c i a t e d  w i t b  t i l e  u n m o d i f i e d  G o l p i  a p p a r a t u s ,  
w e r e  u r o d u c e d .  T h o s e  l a r p - e  v e s i c l e s ,  w i t h  e l e c t r o n  t r a n s -
p a r e n t  i n t e r i o r s  s i m i l a r  t o  t h e  l u m e n  o f  t h e  G o l g i  C i s t e r n a e ,  
m o v e d  f r o m  t h e  G o l g i  a n p a r a t u s  t o w a r d s  t h e  e d g e s  o f  t h e  
d i v i s i o n  f U L T o w .  
T h e  d i v i s i o n  f u r r o w  w i d e n e d  a s  i t  t r ' 1 v e r s e d  t h e  c e l l  
( P l q t e s  4 . 1 2  a n d  4 . 1 3 ) .  T h e  s u b s t a n c e  f o u n d  b e t w e e n  t h e  
c y t o p L l s m i c  m e m b r a n e  a n d  c e l l  w a l l  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  f u r r o v l .  
F a i r l y  l o n . ' "  p r o f j l e s  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  b e c a m e  
v i s i b l e .  r E h e  d i r e c t i o n  o f  t h e  d i v i s i o n  f u r r o w  a u p e ' l x e d  t o  
b e  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  d i s p o s i t i o n  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  ( P l a t e  4 . 1 2 ,  4 . 1 d  a n d  4 . 1 6 ) .  A t  c o m u l e t i o n  o f  t h e  
~ 
f i r s t  c e l l  d i V i s i o n ,  t h e  G o l p ; i  b o d i e s  w e r e  s i t u a t e d  i n  t h e  
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c e n t r e  o f  t h e  c e l l  o n  o p p o s i t e  s i d e s  o f  t h e  f u r r o w  ( P l a t e  
4 . 1 4 ) .  P l a t e  4 . 1 5  s h o w e d  t h e  b e g i n n i n g  o f  d i v i s i o n  o f  
o n e  o f  t h e  d a u g h t e r  c h l o r o p l a s t s ,  a n d  P l a t e s  4 . 1 7  a n d  4 . 1 8  
c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  c h l o r o p l a s t  d i v i s i o n  o c c u r r e d  
b e f o r e  n u c l e a r  d i v i s i o n ,  a n d  e v e n  b e f o r e  t h a t  o f  t h e  G o l g i  
b o d y .  A  s e c o n d  c e l l  d i v i s i o n  a t  r i g h t  a n g l e s  t o  t h e  f i r s t  
f u r r o w  w a s  i n i t i a t e d  w i t h  d i v i s i o n  o f  t h e  G o l g i  b o d i e s  
( P l a t e  4 . 1 9 ) .  T h e  c o m p l e t i o n  o f  t h e  s e c o n d  d i v i s i o n  
p r o d u c e d  f o u r  a l g a l  e n t i t i e s  ( P l a t e  4 . 2 0 ) .  W h e n  t h e  
f u r r o w s  h a d  d i v i d e d  t h e  o r i g i n a l  c e l l ,  f i b r e s  a p p e a r e d  w i t h i n  
t h e m  a n d  b e c a m e  a g g r e g a t e d  i n  s t r a n d s  ( P l a t e  4 . 2 1 ) .  
C e l l  w a l l  f o r m a t i o n  p r o c e e d e d  a n d  f o u r  d a u g h t e r  c e l l s  w e r e  
o b t a i n e d  w i t h i n  t h e  o r i g i n a l  c e l l  w a l l  ( P l a t e  4 . 2 2 ) .  
4 . J . 4  
D i s c u s s i o n  
F o r  s i m p l i c i t y ,  c e l l s  g i v i n g  f o u r  d a u g h t e r  c e l l s  h a v e  
b e e n  s e l e c t e d  f o r  d i s c u s s i o n .  T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d ,  h o w e v e r ,  
a r e  a l s o  v a l i d  f o r  c e l l s  w h i c h  g i v e  e i , s h t  d a u g h t e r  c e l l s .  
Q h l o r o p l a s t  
C o n t r a r y  t o  t h e  o b s e r v a t i o n s  o f  V l a n k a  ( 1 9 6 8 ) ,  t h e  
p r e s e n t  r e s u l t s  s h o w  c l e a r l y  t h a t  t h e  c h l o r o p l a s t  d i v i d e s  
b e f o r e  t h e  n u c l e u s  n n d  t h e  G o l g i  a p p a r a t u s .  
D i v i s i o n  i s  
i n i t i a t e d  b y  a  m i d d l e  c o n s t r i c t i o n  o f  t h e  m a t u r e  c h l o r o p l a s t  
( P l a t e s  4 . 1 5  a n d  4 . 4 )  a n d  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  i n  b r o v m  a n d  
r e d  a l g a e ,  . n d  i n  h i g h e r  p l a n t s  ( v o n  W e t t s t e i n  j  B o u c k ,  
C l o w e s  a n d  J u n i p e r ) .  D u r i n g  d i v i s i o n  i n  a l g a  N U l ,  t h e  
l a m e l l a e  o f  o n e  c h l o r o p l a s t ,  a t  t h e  c o n s t r i c t i o n ,  a r e  i n  l i n e  
•  
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w i t h  t h o s e  o f  t h e  o t h e r  ( P l a t e  4 . 5 ) ,  
T h i s  s u g g e s t s  t h a t  
t h e y  h a v e  b e e n  d e r i v e d  f r o m  a  s i m p l e  d i v i s i o n  o f  t h e  
l a m e l l a e  s y s t e m .  S e p a r a t i o n  i n t o  t w o  d a u g h t e r  c h l o r o p l a s t s  
i s  s u b s e q u e n t l y  a c h i e v e d  b y  t h e  f u s i o n  o f  t h e  i n n e r  a n d  
o u t e r  m e m b r a n e s  o f  t h e  c h l o r o p l a s t  e n v e l o p e .  
M i t o c h o n d r i a  
,  
R e t o v s k y  a n d  K a s t e r n a  ( 1 9 6 1  b )  p O i n t e d  o u t  t h a t  i n  
Q h l o r e l l a  p y r e n o i d o s a  . . . .  0  v a r  v i r i d i s  
-
t h e  m i t o c h o n d r i a  f o r m  a  c o h e r e n t  z o n e  a t  t h e  p e r i p h e r y  o f  
t h e  y o u n g  c e l l .  A s  t h e  c e l l  a g e s ,  t h e  z o n e  d i s a p p e a r s  a n d  
m i t o c h o n d r i a  a r e  f o u n d  w e l l  i n s i d e  t h e  c e l l .  
P l a t e  4  • •  2 , 3  
s u p p o r t  a n d  c o n f i r m  t h e  a b o v e  s t a t e m e n t .  
I , 1 i  t o c h o n d r i a  
c o n t a i n  r e s p i r a t o r y  e n z y m e s  r e s p o n s i b l e  f o r  A T P  f o r m a t i o n .  
I t  i s  n o t  u n r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h a t  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  
t h e  m i t o c h o n d r i a  i s  r e l a t e d  t o  t h e  e n e r g y  r e q u i r e m e n t s  o f  
o r g a n e l l e s  w i t h i n  t h e  c e l l .  T h u s ,  d u r i n g  g r o w t h  a n d  
cellul~r d i v i s i o n  o f  C h l o r e l l a ,  t h e  m i t o c h o n d r i a  t e n d  t o  
m o v e  c l o s e r  t o  t h e  d i v i d i n g  c h l o r o p l a s t .  
E n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  
I t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h e  p e r i o d  o f  e n d o p l a s m i c  r e t i c u -
l u m  d e v e l o p m e n t  s t a r t s  a t  a  s t a g e  p r i o r  t o  c e l l  d i v i s i o n  a n d  
r e a c h e s  a  m a x i m u m  d u r i n g  t h e  c e l l  d i v i s i o n  p r o c e s s .  T h i s  
m i g h t  b e  e x p e c t e d  f r o m  t h e  p o s t u l a t e d  f u n c t i o n  o f  t h e  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a s  a n  i n t r a c e l l u l a . r  t r a n s p o r t  s y s t e m .  
I t  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  t r a n s p o r t  o f  m a t e r i c l l s  t o  d i f f e r e n t  
a c t i v e l y  d i v i d i n g  o r g a n e l l e s .  
F u r t h e r ,  d i s p o s i t i o n  o f  t h e  
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e n d o p l a s r . l i c  r e t i c u l t u n  s e e m s  t o  c o r r e l a t e  I V i  t h  t h e  di-~ection 
o f  t h e  d i v i s i o n  f u r r o w  ( P l a t e s  4 . 1 3 , 4 . 1 6  ' , , " l d  4 . 1 8 ) .  
T h e  c o n t " L n u " L t y  o f  t h e  e n c l o p l c t s m i c  r e t i c u l u m  m e m b r : 1 n e s  w i t h  
t h e  n u c l e u s  m~y i m p l y  t r t a t  G e n e t i c  i n f o r m a t i o n  - f r o m  t ' l e  
n u c l e u s  i 8  t r a n s p o r t e d  i n  t h e  e n d o p l 8 . s m i c  r e t i c u l u m .  T h e  
p r e s e n c e  o f  e n d o p l , - " s m c  r e t i c u l w n  c l o f J e  t o  ' - l n d  i n  f r o n t  o f  
t h e  : " d v  ' 1 1 l C '  i n : '  d i v i s i o n  f u r r o v l  s u g g e s t s  a  p o s s i b l e >  n u c l e a r  
c o n t r o l  o f  c y t o p l a s m  d i v i s i o n .  
Gol~i a p p a r a t l l s  
O n e  o f  t h e >  e'~rliest o r c ; a n p l l e  C ' h ' l l l ' P S  i n  t h e  d i v i d i n g  
c e l l  i s  ! ' e l a t e d  t o  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  G o l ' , i  a p p a r a t u s .  
G r o w t h  o f  t h e  c i s t e r n a e  o c c u r s  i n  a  l a t ' l " ' 1 l  d i r e c t i o n ,  
f o l l o w e d  b y  d i v i s i o n  i n t o  t w o  d a u g l l t e r  G o l g i  b o d i e s .  
( P l a t e  4 . 8 ) .  T h e  a r r a n r ; e m e n t  o f  t h e s e  b o d i e s  j  r n m e d i a t e l y  
a f t e c  d i v i s i o n  i s  s i m i l ' . r  t o  t h a t  f O W l d  b y  B u v a t  ( 1 9 6 3 )  
,  
~n 
p l a n t  c e l l s .  
T h i s  i n d i c a t e s  a  1 8 . t e r , 1  d i v i s i o n  o f  t i l e  
G o l r , i  a o p u . r a t u s  ' i l l d  i s  d i f f e r e n t  f r o m  t  h e  t y p e  o f  m l t l  t i p l i -
c ; ; . - I : ; i o n  s u " g e s t e d  b y  C r o n s h a w  a n d  ' o V a r d r o f  ( 1 9 6 4 ) .  
A s  c y t o p -
l e  s m i c  d i v i s i o n  n r o c e e d s ,  c h m g e s  i n  t b . e  G o l , ; i  a p p a r ' 1 . t u s  
,  
~ncrease . 
D i s t e n t i o n  o f  t h e  c i s t e r n a e  o n  t h e  p o l e  f a c i n g  
t h e  d i v i s i o n  f u r r o w  o c c u r s .  
V e s i c l e s  w i t h  e l e c t r o n  t r a n s -
p : l r e n t  i n t E r i o r s  s i m i l  r  t o  t h e  l u m e n  o f  t h e  G o l l d  c i s t e r n a e  
i n c 1 ' e ' , s e  i n  n u m b e r  a n d  m i t £ r a t e  f r o m  t h e  G o l g i  c o m p l e x  
t o w a r d s  t h e  e d , , ; c s  o f  t h e  d i v i s i o n  f u r r o w .  T h e s e  v e s i c l e s  
a r e  u s u a l l y  l a r l 2 ; e r  a n d  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  s m a l l e r  v e s i c l e s  
w h i c h  a p p e a r  i n  t h e  sp~"ce b e t w e e n  t h e  n u c l e u s  a n d  t h e  
c i s t e r n a e .  
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D u r i n g  t h e s e  d e v e l o p m e n t a l  c h a n g e s  w h i c h  r e s u l t  i n  a n  
i n c r e a s e  i n  g r o w t h  a n d  f u n c t i o n a l  a c t i v i t y ,  n e w  m a t e r i a l  
m u s t  b e  a d d e d  t o  t h e  G o l g i  c o m p l e x .  T h i s  m a t e r i a l  i s  
o b t a i n e d  f r o m  t h e  n u c l e u s .  P l a t e s  4 . 7  a n d  4 . 8  s h o w  b l e b s  
f r o m  t h e  o u t e r  n u c l e a r  m e m b r a n e  a n d  v e s i c l e s  d e r i v e d  f r o m  
i t  n e a r  t h e  ' f o r m a t i v e '  f a c e s  o f  t h e  t w o  n e w  G o l g i  b o d i e s .  
T h e  s w e l l i n g  o f  t h e  c i s t e r n a e  f a c i n g  t h e  f u r r o w  m a y  b e  
c a u s e d  b y  a c c u m u l a t i o n  o f  a  s e c r e t o r y  p r o d u c t .  
T h i s  p o s s i -
b i l i t y  i s  s u p p o r t e d  b y  o b s e r v a t i o n s  t h a t  s i m i l a r  d i s t e n t i o n  
o f  t h e  G o l g i  c i s t e r n a e  a c c o m p a n i e d  b y  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  a n  
i n t r a c i s t e r n a l  m a t e r i a l  i s  e n c o u n t e r e d  i n  o t h e r  s y s t e m s .  
( G o o d m a n  a n d  P o r t e r ,  1 9 6 0 ,  W h a l e y ,  1 9 6 4 ) .  
T h e  i n v o l v e m e n t  o f  t h e  G o l g i  a p p a r a t u s  i n  t h e  d e p o s i t i o n  o f  
m a t e r i  :~l i n t o  t h e  d i v i s i o n  f u r r o w  i s  s u g g e s t e d  b y  ( 1 )  t h e  
m i g r a t i o n  o f  t h e  l a r g e r  d e t a c h e d  G o l g i  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  
t h e  p r o d u c t  t o w a r d s  t h e  d i v i s i o n  f u r r o w ,  ( 2 )  t h e i r  p o s i t i o n s  
a t  t h e  e d g e s  o f  t h e  f u r r o w ,  ( 3 )  t h e  e n l a r g e m e n t  o f  t h e  
d i v i s i o n  f~row a s  i t  t r a v e r s e s  t h e  c e l l ,  a n d  ( 4 )  t h e  p r e s e n c e  
o f  s t a i n a b l e  m a t e r i a l  i n  t h e  f u r r o w .  
C y t o p l a , s m i c  d i v i s i o n  a n d  C e l l ,  w a l l  f O , r m a t i o g  
I n  p l a n t  c e l l s  w i t h  r i g i d  c e l l u l o s i c  w a l l s ,  t h e  
e s s e n t i a l  f e a t u r e  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  d i v i s i o n  i s  t h e  p r e s e n c e  
o f  a  c e l l  p l a t e  f o r m e d  b y  t h e  f u s i o n  o f  v e s i c l e s  i n  t h e  
e q u a t o r i a l  p l a n e  o f  t h e  d i v i d i n g  c e l l .  ( l \ I o 1 1 e n h a u e r  a n d  
, I h a l e y ,  1 9 6 3 ;  F r e y - V l y s  s  l i n g  
e t  a l ,  1 9 6 4 ) .  
- -
l ' h e  o r i g i n  o f  
t h e s e  v e s i c l e s  i s  n o t  c l e a r ,  b u t  t h e  m o s t  w i d e l y  a c c e p t e d  
h y p o t h e s i s  i s  t h a t  t h e  v e s i c l e s  a r e  d e r i v e d  f r o m  t h e  G o l g i  
•  
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E . l J : 1 a r : . . t u s  ( P i c k e t t  - H e a p s  a n d  N o r t h c o t E ,  1 9 6 6 ) .  
S t a h e l i n ,  ( 1 9 6 6 ) ;  c n d  B ' s a l p u t r a  e t  ' 1 1 ,  ( 1 9 6 6 ) ,  
- -
r e p o r t e d  t h a t  d u r i n v ;  c y t o p l i l s m i c  d i v i s i o n  i n  C h l o r e l l a  
- -
~ulgaris, a  p C l r t i t i o n  m e m b r a n e  a p p e a r e d  b c - t w e e n  t h e  n e w  
G o  l , ; ; i  b o d i e : . !  d e r i v e d  ~'rom u h e  d i  v i s i o r .  o f  t h e  o r i p : i n a l  sin~'le 
G o l . , - i  a p p a r a t u s .  T r . e y  s u « ' · e s t e d  t h E . t  t h e  p r r t i  t i o n  m e m b r a n e  
oril'"inat~d f r o l l '  t . h e  f u s i o n  o f  s m a l l  v e s i c l e s  ' J r o d u c e d  b y  . ; h e  
a d j a c  ' n t  G o l ' i  b o d i e s  b e t w e t T I  t h e  t w o  d a u g l l t e r  nuc~ei. 
B i s d l p u t r a  e t  a l  ( 1 9 6 6 )  a l s o  s r o w e d  t h a t  i n v a & ; i n a t i o n s  o f  t n e  
e c t o p l u s t  o c c u r r e d ,  m d  c o m p l e t e  d i v i s i o n  o f  t h e  c e l l  i n t o  
t w o  p  l r t  1  V I a s  broJ~ht a b o u t  b y  t h e  m e e t i n v  o f  t h e  i n v a p : i n a -
u .' ,  m s  V i i  t h  u n e  p . l r t i  t  i Q ' 1  m e m b r a r  e f "  •  I r ,  s t u d i e s  w i t h  
. Q r , 1 0 r e l 1 . r i  o y r e n o i d o s § : ,  u s i n , '  t t  e  f  , p . e z e - e t c h i n ; " '  m e t t l O d ,  
i J - u , . r "  r , - D I l l r . ' l r t r ' l i  t  ( 1 ' l 6 8 )  l l s o  p o i n t E ' d  o u t  t h a t  u f t e r  d i v i s i o n  
0 ' : :  c h l o r o p l a s t  a n d  n u c l e u s ,  p a r t i t i o n  m e m b r a n e s  a p p e a r e d  
b p . t w e e n  ] , h e  d a u r - h t e r  n u c l e i .  O n  t h E '  0  t h e r  h i , n d ,  \ ' l a n k a  ( 1 9 6 8 )  
r e p o r t e d  t h u t  i n  t h e  C r . l o r e l l a  s t r a i n  2 1 1  - 8 b ,  t h e  G o l g i  
-
b o d i e s  w e r e  l o c a t e d  c l o s e  t o  t h e  nucle~s b u t  o p p o s i t e  t o  t h e  
s i ' l e  o f  t h e  developin~ c e l l  - p l a t e .  
H e  i n d i c a t e d  t h a t  
s m a l l  d r o p l e t s  o r  v e s i c l e s  i r . .  t h e  e Q u a t o r i a l  p l a n e  " r e  f o r m e d  
b y  v a c u o l i z a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m .  
T h e s e  v e s i c l e s  c o a l e s c e d  
" i v i n ,  r i s e  t o  H ' (  c e l l  p l a t f "  
F u r t  \ E ' I ' l l ' o r E ' ,  i n  C h l o r e l l a  
-
s t r a i n  2 1 1  - 8 b ,  c y t o p l a s m i c  d i v i s i o n  w a s  m o s t l y  o b s e r v e d  
~lt t h e  t e t r 8 1 l U c l e a t e  s t r l . f " E '  ( V / a n k a  a n d  Mu l d ' ' l ' s ,  1 9 6 7 ;  W a n k a  
1 9 6 8 )  •  
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O u r  o b s e r v a t i o n s  o n  c y t o k i n e s i s  i n  Q h l o r e l , l a  m u  
d o  n o t  a g r e e  w i t h  t h e  c o n c e p t  t h a t  d i v i s i o n  o r i g i n a t e s  
f r o m  v e s i c l e s  a g g r e g a t i n g  a n d  f u s i n g  i n  t h e  e q u a t o r i a l  
p l a n e  o f  t h e  d i v i d i n g  c e l l .  H o w e v e r ,  v e s i c l e s  p r o d u c e d  
b y  t h e  G o l g i  c o m p l e x  a r e  i n v o l v e d  i n  c e l l  w a l l  f o r m a t i o n ,  
U n d e r  t h e  g r o w t h  c o n d i t i o n s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  c y t o p l a s m i c  
d i v i s i o n  o c c u r s  a t  t h e  b i n u c l e a t e  s t a g e ,  a n d  c o n t r a r y  t o  t h e  
o b s e r v a t i o n s  o f  S o e d e r  ( 1 9 6 5 ) ;  W a n k a  a n d  M u l d e r s  ( 1 9 6 7 )  
a n d  W a n k a  ( 1 9 6 8 )  t h e  s e c o n d  n u c l e a r  d i v i s i o n  s t a r t s  a f t e r  
c o m p l e t i o n  o f  t h e  f i r s t  ( P l a t e s  4 . 1 7  a n d  4 , 1 8 )  c y t o p l a s m i c  
d i v i s i o n .  F u r t h e r m o r e ,  i t  a p p e a r s  t h a t  i n i t i a t i o n  o f  
c y t o p l a s m i c  d i v i s i o n  o c c u r s  b e f o r e  n u c l e a r  d i v i s i o n  
( P l a t e s  4 , 9  a n d  4 . 1 0 ) .  
I n  C h l o r e l l a  m u ,  n o  p a r t i t i o n  m e m b r a n e s  a r e  d e t e c t e d .  
A  f u r r o w  o r i g i n a t e s  f r o m  t h e  i n v a g i n a t i o n  o f  t h e  p l a s m a  
m e m b r a n e  i n  t h e  a r e a  b e t w e e n  t h e  t w o  G o l g i  b o d i e s  ( P l a t e  4 . 9 ) ,  
F r o m  t h e  m i c r o g r a p h s  s h o w i n g  i t s  p r o g r e s s  a c r o s s  t h e  c e l l ,  
i t  i s  e v i d e n t  t h a t  w e  a r e  c o n c e r n e d  v d t h  a  t r u e  d i v i s i o n  
f u r r o w .  T h e  G o l g i  b o d i e s ,  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  d i v i s i o n  o f  
t h e  o r i g i n a l  G o l g i  b o d y ,  s t a r t  t o  m o v e  a s  s o o n  a s  t h e  
d i v i s i o n  f u r r o w  i s  i n i t i a t e d .  T h e  G o l g i  b o d i e s  m o v e  
a l o n g  t h e  e d g e s  o f  t h e  a d v a n c i n g  d i v i s i o n  f u r r o w  a n d  s t o p  
i n  t h e  m i d d l e  o f  t h e  c e l l ,  w h e r e  t h e i r  f u r t h e r  d i v i s i o n  
i n i t i a t e  t h e  f o r m a t i o n  o f  d i v i s i o n  f u r r o w s  a t  r i g h t  a n g l e s  
t o  t h e  i n i t i a l  o n e .  
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A s  m e n t i o n e d  u r e v i o u s l y  t h e  s p a t i a l  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  
G o l g i  b o d i e s  i n  t h e  m i d d l e  o f  t h e  d i v i d i n p '  c e l l  ( P l a t e  
4 . 2 0 ) ,  t h e  i n c r e a s e d  d i s t e n t i o n  o f  t h e  G o l g i  c i s t e r n a e ,  a n d  
t h e  c l o s e  ~roximity o f  t h e  G o l g i  v e s i c l e s  t o  t h e  e d g e s  o f  
t h e  f U l ' r o v l  s t r o n , " ' l y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  G o l I : d  b o d i e s  a . r e  
•  
i n v o l v e d  i n  t h e  t r a n s p o r t  o f  m a t e r i a l  a c r o s s  t h e  l ) l a s l ! J a  
m e m b r a n e  i n t o  t h e  d i v i s i o n  f u r r o w .  C e l l  w a l l  f o r m a t i o n  i s  
i n i t i a t e d  a f t e r  c y t o p l a s m i c  d i v i s i o n  o f  t h e  m o t h e r  c e l l  i s  
c o m p l e t e d .  
T h e  l J 1 a t e r i a l  i n  t h e  f u r r o w  i s  f i : r s t  o r g a n i s e d  
i n t o  f i b r e s ,  w h i c h  b e c o m e  a r : , . ; , ; r e r : a t e d  i n t o  s t r 2 . n d s  ( P l a t e  
< 1 . 2 1 )  a n d  f i n a l l y  c e l l  w a l l s  a r e  p r o d u c e d .  
O b s e r v a t i o n s  o f  t h e  d i v i s i o n  p r o c e s s  o f  C h l o r e l l a  
~{M.I c l e a r l y  i n d i c a t e  t h a t  a u t o s p o r e  p r o d u c t i o n  o c c u r s  b y  
m e a n s  o f  s u c c e s s i v e  b i p a r t i  t i o n s ,  V l l ' , i c h  i n v o l v e  a  n u c l e a r  
d i v i s i o n  f o l l o w e d  b y  a  d i v i s i o n  o f  t h e  p r o t o p l a s t  i n t o  t w o  
e C i u a l  p a r t s .  
H o w e v e r ,  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  a n o t h e r  t y p e  o f  
c e l l  d i v i s i o n ,  r J r o l 1 ; r e s s i v e  c l e a v a g e ,  e x i s t s  i n  Q h . l o , r e l l a  s p .  
( W a n l m ,  1 9 6 8 ) .  I n  t h i s  t y p e  o f  d i v i s i o n ,  s e v e r a l  n u c l e a r  
d i v i s i o n s  o c c u r ,  r e s u l t i n [ '  i n  1 1  m u l t i n u c l e a t e  c e l l ,  f o l l o w e d  
l a t e r  b y  d i v i s i o n s  o f  t h e  p r o t o p l a s t ,  t o  p r o d u c e  a  n u m b e r  o f  
u n i  c s ,  e a c h  p o s s e s s i n g  a  s i n / - l e  n u c l e u s .  
I t  a p p e a r s ,  t h e r e f o r e ,  t h a t  b o t h  t y p e s  o f  c l e a v a g e  
a r e  e n c o u n t e r e d  i n  C h l o r e l l a  s p .  T h e s e  t w o  t y p e s  o f  
c l e a v a g e  h ' v e  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  i n  Q h l £ r o c o c c , u m ,  s p  
( D e a s o n ,  1 9 6 5 ) .  
I  
4.4 Summary 
1. Autotrophic cultures of Chlorella ID'II are 
synchronised by alternating light and dark periods 
of 16:0 hours. 
al.tospores. 
The cell divides to give eight 
2 . Double fixation procedures (Glutaraldehyde-
191 
0slllium, and Glutaraldehyde-PottasiulII per",an~anate) 
are used to study the ultrastructure of Chlorella N}I,r 
and Euglena . 
3. The chloroplasts of Chlorella N~IT are positively 
stained by the Feulgen-fluores cent dye . Under the 
electron microscope , DNA fibrils in the chloroplast 
are represented as linear, single-loop, and double-loop 
forms. The DNA molecules are distributed throughout 
tl~e chloroplast, and also accumulate in areas of low 
electron density between the lamellae and around 
the pyrenoi,la. 
4 . Associations are shown between DNA fibrils and 
the la, ,ellar lI:embranes, and between DNA fibrils and 
ribosomes . Polysonles are also present at these sites . 
5. Tl~e outer layer of the nuclear envelope is 
invQlved in the production of membranous material 
(initially as blebs and subsequently as detached 
vesicles) for the morphogenesis of the Golgi body . 
t 
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( .  l i t o c h o n d r i a  o f '  C h l o r e l 1 p  ' 1 ; '  T  c o n t a i n  D \ A  
l i b r i l s  a n d  r i b o s o n , e s .  
7 .  D N A  f ' i b r i 1 s ,  r i b o s o n , e s  a  n d  p o l y  s o m e s  a s s o c i a  t e d  
\ o J i t h  1 a . , e l 1 a r  n , e m 1 : . r a n e s  a r c  d e r .  o n s t r a t e d  i n  c h l o r o p 1 a s t s  
o f '  E U l ' l e t k ' \ .  
"  
•  
' r h e  c o u r s e  o f '  c e l l  d i v i s i o n  i n  C h 1 0 r e l l a  ' l " ? - I I  i s  
d e s c r i t e d  o n  t h e  b a s i s  o f '  electron -Illicro~raphs . r h e r e  
i s  a n  or'~nised n o v e c ' e n t  o f '  o r g a n e l l e s  p r i o r  t o  c e l l  
d i v i s i o n o  
' 1 .  C y t o p l a s n i c  d i v i s i o n  i s  i n i t i n t e d  a f ' t e r  t h a t  
o f '  t h e  G o l g i  b o d y  a n d  a p p a r e n t l y  b e f o r e  n u c l e a r  
d i v i s i o n .  T h e  c h l o r o p l a s t  d i v i d e s  b e f o r e  t h e  n u c l e u s .  
1 0 .  D i v i s i o n  o f '  t h e  a l g a l  c e l l  i n t o  b w  p a r t s  
( s u c c e s s i v e  b i p a r t i t i o n )  i s  b r o u g h t  a b o u t  h y  a  t r u e  
d i v i s i o n  f ' u  1 ' 1 '  0 \ ;  ,  o r i e - i n a  t i l l t ;  f ' r o m  t i l e  i l l v a g i n a  t i o n  
) 1 '  t h e  p l a s m a  l e n ; b r ; ) . n e  ' i t  ' 1  p o i n t  b e t \ ; e e n  t h e  t " o  
C  o l p ; i  . . .  o d i e s "  
T h e  s e c o l r l  c y t o p l a s l c i c  d i v i s i o n  
b e c , i r . s  a 1  t e r  c o m p l e t i o n  o f '  t h e  f ' i r s t .  
1 1 .  T h e  G o l g i  l , o d i e s  a r e  l o c a t e d  c l o s e  t o  t i l e  
d i V i s i o n  f " . l r r o " s ,  a n d  c o n t r i h u t e  t o  t h e  d e p o s i t i o n  
o f  ' l a t e r i a l  i n t o  t h e  f u r r o " s  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  
c e l l  w a l l s  o f  t h e  d a l 1 g h t e r  c e l l s .  
K e y  t o  l a b e l l i n g  
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g o l g i  b o d y  
s t a r c h  
c h l o r o p l a s t  l a m e l l a  
m i t o c h o n d r i a  
p y r e n o i d  
c h l o r o p l a s t  
v e s i c l e  
S e c t i o n  o f  C h l o r e l l a  m u  c e l l .  
- '  
N o t e  c o n t i n u i t y  b e t w e e n  n u c l e a r  e n v e l o p e  
a n d  E R  m e m b r a n e s  ( a r r o w ) ,  N u c l e u s  h a s  
c l e a r  r e g i o n s  c o n t a i n i n g  f i n e  b e a d e d  
f i b r i l s  a n d  d a r k e r  r e g i o n s  w i t h  f i n e  
g r a n u l a r  a p p e a r a n c e .  
G l u t  - K M n 0
4
•  x  5 3 , 0 0 0  
S e c t i o n  o f  C h l o r e l l a  m u  s h o w i n g  a  n u n b e r  
o f  s m a l l  m i t o c h o n d r i a  l o c a t e d  a l o n g  t h e  
p e r i p h e r y  o f  t h e  c e l l .  
G l u t  - K M n 0
4
•  x  2 4 , 0 0 0  
S e c t i o n  o f  C h l o r e l l a ,  m ! I  s h o v l i n g  t h e  n e w  
p o s i ' t i o n  o f  m i t o c h o n d r i a ,  d e e p  i n s i d e  
t h e  c e l l  a n d  c l o s e  t o  t h e  c h l o r o p l a s t .  
G l u t  - K h m 0
4
•  x  2 4 , 0 0 0  
S e c t i o n  o f  C h l o r e l l a  m r r  c e l l  s h o w i n g  
a  c h l o r o p l a s t  d i v i d i n g  b y  c o n s t r i c t i o n  
a t  t h e  m i d d l e .  
G l u t  - K M n 0 4 '  x  2 4 , 7 5 0  
I  
•  
P l a t e  4 . 5  
P l a t e  4 . 6  
P l a t e  4 . 7  
P l a t e  4 . 8  
P l a t e  4 . 9  
P 1 8 t e  4 . 1 0  
S e c t i o n  o f  C h l o r e l l a  N M I  c e l l .  
T h e  n u c l e u s  h a s  m o v e d  t o  a  p o s i t i o n  
b e t w e e n  t h e  d i v i d i n g  c h l o r o p l a s t .  
G l u t  - ¥~m04 ' x  2 4 , 0 0 0  
S e c t i o n  s h o w s  p e r i n u c l e p r  G o l g i  b o d y .  
N o t e  n u m b e r  o f  v e s i c l e s  b e t w e e n  
n u c l e u s  a n d  f o r m i n g  f a c e  o f  G o l g i  b o d y .  
G l u t  - K M n 0
4
•  x  6 6 , 3 0 0  
S e c t i o n  s h o w i n ,  l a t e r a l  i n c r e a . s e  o f  
G o l g i  c i s t e r n a e .  A r r o w  i n d i c a t e s  
f o r m a t i o n  o f  a  b l e b  b y  t h e  n u c l e a r  
e n v e l o p e .  D o u b l e  a . r r o w s  i n d i c a t e  
v e s i c l e s  l i b e r a t e d  f r o m  n u c l e a r  
e n v e l o p e .  
G l u t  - K M n 0
4
•  x  5 2 , 5 0 0  
S e c t i o n  s h o w s  d i c t y o k i n e s i s .  
P o s i t i o n  o f  t h e  t w o  G o l g i  b o d i e s  
s u g e e s t s  a  l a t e r a l  d i v i s i o n  o f  t h e  
G o l e ' : i  b o d y .  A r r o V l s  i n d i c a t e  b l e b s  
'~d v e s i c l e s  f r o m  t h e  o u t e r  n u c l e a r  
m e m b r a n e  a d j a c e n t  t o  t h e  f o r m i n g  f a c e  
o f  t h e  G o l g i  b o d y .  
G l u t  - K M n 0
4
•  x  5 2 , 5 0 0  
S e c t i o n  o f  a  d i v i d i n g  C h l o , r e l l a  : m U  
c e l l .  F  i n d i c a t e s  t h e  d i v i s i o n  f u r r o w  
f o r m e d  b y  i n v a g i n a t i o n  o f  t h e  p l a s m a  
m e m b r a n e  b e t w e e n  t h e  d a u g h t e r  G o l g i  
b o d i e s .  A r r o w  i n d i c a t e s  s t a i n a b l e  
m a t e r i a l  b e t w e e n  p l a s m a  m e m b r a n e  a n d  
c e l l  w a l l .  
G l u t  - K h l n 0
4
•  x  3 8 , 0 0 0  
S e c t i o n  o f  d i v i d i n g  C , h l o r e l , l , a  N 1 I 1  
c e l l .  N o t e  t h e  G o l g i  v e s i c l e s  ( V E )  
c l o s e  t o  t h e  d i v i s i o n  f u r r o w  ( F ) .  
G l u t  - K h l n 0
4
•  x  2 2 , 5 0 0  
P l a t e  4 . 1 1  
P l a t e  4 . 1 2  
P l a t e  4 . 1 3  
P l a t e  4 . 1 4  
P l a t e  4 . 1 5  
P l a t e  4 . 1 6  
P l , l t e  4 . 1 7  
P l a t e  4 . 1 8  
S e c t i o n  s h o w i n g  n u c l e u s  h a s  d i v i d e d  
a n d  t h e  d i v i s i o n  f u r r o w  h a s  p y r e n o i d s  
b e t w e e n  t h e  t w o  n u c l e i .  T h e  s h a p e  o f  
t h e  t w o  d a u g h t e r  n u c l e i  ( a r r o w s )  s u g g e s t s  
n u c l e a r  d i v i s i o n  h a s  o c c u r r e d  b y  
c o n s t r i c t i o n .  N o t e  p o s i t i o n  o f  E R  
n e a r  a d v a n c i n G  d i v i s i o n  f u r r o w s .  
G l u t  I a '. n 0
4
•  x  2 6 , 0 0 0  
S e c t i o n  s h o w s  a  m o r e  a d v a n c e d  s t a g e  o f  
c e l l  d i v i s i o n .  
G l u t  - j < J , l n 0
4
'  x  5 3 , 0 0 0  
C y t o p l a s m i c  d i v i s i o n  o f  t h e  c e l l  i s  
n e a r l y  c o m p l e t e .  N o t e  p o s i t i o n s  o f  
t h e  G o l e i  b o d i e s  o n  o p " o s i t e  s i d e  o f  
t h e  d i v i s i o n  f u r r o v !  ( F ) .  
G l u t  - I a l n 0
4
•  x  3 9 , 6 0 0  
D i v i s i o n  i n t o  t w o  d a u l ' " h t e r  c e l l s  i s  
c o m p l e t e d .  G o l g i  b o d i e s  n o w  o c c u p y  
p o s i t i o n  a t  t h e  m i d d l e  o f  t h e  c e l l .  
M o r e  E R  p r e s e n t .  
G l u t  - K M n 0
4
•  x  5 3 , 0 0 0  
S e c t i o n  s h o w s  s t a r t  o f  c h l o r o p l a s t  
d i v i s i o n  i n  t h e  t w o  n e w  f o r n e d  d a u g h t e r  
c e l l s .  
G l u t  - I a ! n 0
4
'  x  2 8 , 1 0 0  
N o t e  prolifer ~tion o f  E R  n e a r  t h e  
d i v i s i o n  f u r r o l V  ( F ) .  
G l u t  - I a l n 0
4
•  x  2 4 , 0 0 0  
S e c t i o n  s h o w s  d i v i d e d  c h l o r o p l a s t s  a t  
t h e  t w o - c e l l  s t a G e .  
G l u t  - K } l n 0
4
•  x  2 4 , 0 0 0  
E R  ne ~.r d i v i s i o n  f u r r o V l  ( F ) .  S e c t i o n  
s h o w s  t h a t  c h l o r o p l a s t  d i v i s i o n  i s  
c o m , l e t e  b e f o : ! : ' e  n u c l e a r  d i v i s i o n  s t a r t s .  
G l u t  - I a l n 0
4
•  x  2 4 , 0 0 0  
P l a t e  4 . 1 9  
P l a t e  4 . 2 0  
P l a t e  4 . 2 1  
P l a t e  4 . 2 2  
S e c t i o n  s h o w s  
a t  t h e  c e n t r e  
G l u t  -
d i v i d e d  G o l g i  b o d i e s ,  
o f  t h e  c e l l .  
M N n 0
4
•  x  2 6 , 0 0 0  
S e c t i o n  s h o w s  f o u r - c e l l  s t a g e .  
N o t e  p o s i t i o n  o f  G o l g i  b o d i e s  i n  
t h e  c e n t r e  o f  c e l l ,  a n d  l a r g e  v e s i c l e s  
c l o s e  t o  t h e  e d g e  o f  t h e  f u r r o w s .  
G l u t  - K M n 0
4
•  x  2 4 , 0 0 0  
S t a i n a b l e  m a t e r i a l  i n  t h e  d i v i s i o n  
f u r r o w s  i s  o r g a n i s e d  i n t o  f i b r e s  
( a r r o w s )  •  
G l u t  - K M n 0
4
•  x  4 3 , 0 0 0  
S e c t i o n  s h o w s  c o m p l e t e d  d i v i s i o n  i n t o  
f o u r  d a u g h t e r  c e l l s .  N o t e  c e l l  w a l l  
o f  m o t h e r  c e l l  i s  s t i l l  p r e s e n t .  
G l u t  - K M n 0
4
•  x  3 6 , 0 0 0  
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C H A P I ' E R  5  
E F F E C T S  O F  P H E N Y L U R E A  m a m I C I D E  ( D I U R O N )  
O N  P H O T O  A i l l O T R O P H I C A L L Y  G R 0 1 f f l  C H L O R E L L A  N M T  
5 . 1  I n h i b i t i o n  o f  g r o w t h  i n  r e l a t i o n  t o  c o n c e n t r a t i o n  
o f  d i u r o n ,  a n d  d e n s i t y  o f  i n o c u l u m .  
5 . 1  . 1  I N T R O D U C T I O N  
T o  a s c e r t a i n  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  d i u r o n  a s  a n  
i n h i b i t o r  o f  g r o w t h  o f  a l g a  N } I T ,  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h i s  
c o m p o u n d  o n  c e l l  n u m b e r  a n d  c h l o r o p h y l l  c o n t e n t  w a s  
s t u d i e d .  
5 . 1 . 2  
N A T E R I A L S  A N D  } 1 E I ' H O D S  
T h e  f o l l o w i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i u r o n ,  0 ,  0 . 0 2 ,  
0 . 0 5 ,  0 . 1 ,  0 . 2  a n d  0 . 5  p p m  w e r e  a d d e d  t o  e q u a l  n u m b e r s  
o f  ~}IT c e l l s  ( 6 . 5  x  1 0  c e l l / m l )  i n  s t e r i l e  n u t r i e n t  
m e d i u m  i n  d u p l i c a t e  c u l t u r e  v e s s e l s .  T h e s e  w e r e  
i n c u b a  t e d  w i t h  s b a l { i n g  a t  2 8  +  1
0
C  i n  a  w a  t e r - b a  t h ,  
-
a n d  i l l u m i n a t e d  w i t h  t w o  1 5 0  wat~ i n c a n d e s c e n t  l a m p s .  
A  s t r e a m  o f  a i r ,  e n r i c h e d  t o  5 %  C O
2  
, , , a s  c o n t i n u o u s l y  
p a s s e d  t h r o u g h  t h e  c u l t t l r e s  d u r i n g  t h e  g r o w t h  p e r i o d .  
A f t e r  4 6  h o u r s ,  c e l l  n u m b e r  w a s  d e t e r m i n e d  a s  
d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 3 .  T h e  a l e a l  p i g m e n t s  w e r e  
1 9 3  
e x t r a c t e d  w i t h  8 0 %  a c e t o n e .  C h l o r o p h y l l  c o n c e n t r a t i o n  
w a s  t h e n  deter~ined a s  i n  S e c t i o n  2 . 2 .  
194 
5.1.) RESULTS 
Fig. { showed the effects of the different 
concentrations of diuron on cell number and photo-
synthetic pigments of Chlorella N}'T af'ter 46 hours 
incuba tion. At 0.02 ppm, cell division was stimulated. 
A marked inhibition in the rate of' cell division occurred 
at 0.05 ppm diuron, and the rate of inhibition increased 
with higher concentrations of the herbicide. Pigment 
synthesis was stimulated at the lower concentrations 
of the herbicide (0.02-0.05 ppm). The curves showed 
that rate of cell division \~as more sensitive to diuron 
than pigment production. A concentration of 0.069 ppm 
of diuron \.hich reduced cell number by 5~ still caused 
stimulation of pigment formation. 
5.1.4 DISCUSSION 
\(as 
50% inhibition of' growth, 
at 0.069 ppm d;iuron 
obtained ;(Fig. 1 ) • At the 
expressed as cell number, 
10\~est concentration 
(0.02 ppm), the herbicide stimulated cell division. 
Photosynthetic pigments were less sensitive to the 
herbicide. Concentrations of 0.02-0.05 ppm stimulated 
production of the pigments as compared to that of the 
untreated control. 0.27 ppm of diuron were needed 
to cause 50!. inhibition of pigment production. ~la tsuka 
and Hase (1966) had sho\offi that light-enhanced chlorophyll 
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f o r m a t i o n  i n  t h e  g l u c o s e - b l e a c h e d  C h l o r e l l a  c e l l s  
, v a s  o n l y  s l i g h t l y  s u p p r e s s e d  ,~hen t h e  p h o t o s y n t h e t i c  
C O
2  
f i x a t i o n  w a s  b l o c k e d  b y  m o n u r o n .  
T h e v  s u g g e s t e d  
1 9 5  
a  n o n - p h o t o s v n t h e t i c  n a t u r e  o f  l i g h t  a c t i o n  i n  c h l o r o p h y l l  
f o r m a t i o n .  
Sokm~a a n d  J I a s e  ( 1 9 6 7 a )  h O ' 1 e v e r ,  f o u n d  t h a t  
a l t h o u g h  l a c k  o f  C O
2  
d i d  n o t  a p p r e c i a b l y  a f f e c t  c h l o r o -
p h V l l  i n  t h e  e a r l y  p h a s e  o f  g r e e n i n g ,  a  c e r t a i n  a m o u n t  
o f  s u p p r e s s i o n  o c c u r r e d  i n  l a t e r  p h a s e s .  
T h e  r e s u l t s  
s h o , m  i n  F i g .  2  a g r e e d  w i t h  t h e  a b o v e  o b s e r v a t i o n s  a s  
c o n c .  o f  0 . 0 , ) - 0 . 0 5  p p m  h a d  b e e n  s h o , m  t o  s u p p r e s s  C O
2  
f i x a t i o n  i n  c h l o r o p l a s t  a n d  a l p . u e  ( B i s h o p ,  1 9 5 8 ;  
J a g e n d o r f  a n d  , i a r g u i l i e s ,  1 9 6 0 ;  S c h i f f  e t  a l ,  1 9 6 7 ) .  
I t  w a s  a l s o  f o u n d  e a r l i e r  ( C h a p t e r  1 ,  P a r t  I )  t h a t  
s t i m u l a t i o n  o f  g r o w t h  o f  C h l o r e l l a  m o :  o c c u r r e d  a t  v e r y  
lo,~ c o n c e n t r a t i o n s  o f  o t h e r  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  
T h i s  o b s e r v a t i o n  m i g h t  b e  d e s c r i b e d  a s  a n  e x a m p l e  o f  
t h e  C O l I l m o n  p h e n o m e n o n  t h a t  c e r t a i n  c o m p o u n d s  a r e  
i n h i b i t o r y  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s ,  b u t  s t i m u l a t o r y  
a t  v e r y  lm~ c o n c e n t r a t i o n s .  S t i m u l a t i o n  o f  g r o w t h  
b v  h e r b i c i d e s  h a v e  b e e n  o f t e n  r e p o r t e d  ( A s h m a n ,  1 9 6 4 ;  
A  t k i n s ,  1 9 6 5 ;  S , r i e t o c h m f s k i  e t  a l .  1 9 6 4 ) .  P h e n v l u r e a s  
h a d  b e e n  f o u n d  t o  sho,~ c y t o k i n i n  a c t i v i t i e s  ( n r u c e  a n d  
Z  ' f a r ,  1  9 6 5 )  •  
D u r i n g  t h e  p r o c e s s  o f  g r e e n i n g  o f  g l u c o s e  
b l e a c h e d  C h l o r e l l a  c e l l s ,  u n d e r  p h o t o s y n t h e t i c  c o n d i t i o n s ,  
f o r m a t i o n  o f  c h l o r o p h y l l  p r o c e e d e d  i n  p a r a l l e l  , { i t h  t h a t  
o f  p r o t e i n  ( S o k a w a  a n d  H a s e ,  1 9 6 7 ) .  S t e r n  e t  a l ,  ( 1 9 6 4  a , b )  
h a d  r e p o r t e d  t h a t  r a t e  o f  p h o t o s y n t h e s i s  d u r i n g  
c h l o r o p l a s t  d e v e l o p m e n t  p a r a l l e l e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  
1 9 6  
p i g m e n t s  a n d  l a m e l l a e .  
I t  i s ,  t h e r e f o r e ,  r e a s o n a b l e  
t o  a s s u m e  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  p h o t o s y n t h e t i c  
p i g m e n t s  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  h e r b i c i d e  i m p l i e d  a n  
i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  t h e  a l g a .  T h i s  
a s s u m p t i o n  \ ' l a S  s t r o n g l y  s u p p o r t e d  b y  t h e  f a c t s  t h a t  
c y t o l d n i n s  s t i m u l a t e d  s y n t h e s i s  o f  p r o t e i n  a n d  n u c l e i c  
a c i d s  i n  l e a v e s  ( O s b o r n e ,  1 9 6 2 ;  N i c h i p o r o v i c h  e t  a l ,  
1 9 6 7 )  a n d  s t i m u l a t e d  gro\~th a n d  c e l l  d i V i s i o n  i n  r e d ,  
b r o w n  a n d  g r e e n  a l g a e  (Isa~~ki, 1 9 6 5 ;  P e d e r s o n ,  1 9 6 8 ;  
S p e n c e r ,  1 9 6 8 ;  J e n n i n g s ,  1 9 6 9 ;  G u e r i n - D u  } a r t r a i t ,  1 9 6 6 ) .  
I n  s t u d i e s  o f  i n h i b i t i o n  o f  0 2  e v o l u t i o n  b y  d i u r o n  
i n  c h l o r o p l a s t  s u s p e n s i o n ,  I z a \ f a  a n d  G o o d  ( 1 9 6 5 )  o b s e r v e d  
t h 2 . t  h i g h e r  a m o u n t s  o f  d i u r o n  w e r e  n e e d e d  t o  p r o d u c e  
t h e  s a m e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  " h e n  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  
c h l o r o p l a s t  s u s p e n s i o n  ~s i n c r e a s e d .  I t  h a s  b e e n  
s h m m  e a r l i e r  ( C h a p t e r  4 ,  P a r t  I )  t h a t ,  w i t h  t h e  s a m e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  h e r b i c i d e ,  i n h i b i t i o n  o f  grm~th o f  
C h l o r e l l a  m u  w a s  m u c h  lo\~er w i t h  h e a v i e r  a l g a l  i n o c u l u m ,  
T h i s  r e d u c t i o n  i n  i n h i b i t i o n  w i t h  i n c r e a s i n g  i n o c u l u m  
d e n s i t y  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  n e e d  f o r  a  c r i t i c a l  
a m o u n t  o f  d i u r o n  i n  t h e  c h l o r o p l a s t  f o r  i n h i b i t i o n  t o  
o c c u r o  I z a w a  a n c l  G o o d  ( 1 9 6 5 ) ;  N o n a c o  a n d  } l o r e l a n d  ( 1 9 6 6 )  
s h m 1 e d  t h a t  d i u r o n  a c t e d  a t  a  p h o t o s y n t h e t i c  r e a c t i o n  
c e n t r e  ' 1 h i c h  c o m p r i s e d  a  u n i t  o f  s e v e r a l  h u n d r e d  
c h l o r o p h y l l  m o l e c u l e s .  
T h i s  f i n d i n g  w a s  s u p p o r t e d  
b y  t h e  w o r k  o f  S t a n g e r  a n d  A p p l . e b y  ( 1 9 7 2 )  w h o  a l s o  
c o n c l u d e d  t h a t  w h e n  s u f f i c i e n t  d i u r o n  m o l e c u l e s  w e r e  
n o t  a v a i l a b l e  t o  i n h i b i t  a l l  r e a c t i o n  c e n t r e s ,  t h e  
u n a f f e c t e d  p h o t o s y n t h e t i c  u n i t s  c o u l d  c o n t i n u e  t o  
f u n c t i o n .  A s  t h e  c h l o r o p h y l l : d i u r o n  r a t i o  i n c r e a s e d  
f r o m  2 0 0 :  1  t o  3 0 0 :  1  t h i L i n h i b i t o r y  e f f e c t  d e c r e a s e d  
a n d  a t  t h e  8 0 0 : 1  r a t i o ,  n o  t o x i c  e f f ' e c t  , " a s  o b s e r v e d  
( s t a n g e r  a n d  A p p l e b y ,  1 9 7 2 ) .  T h u s ,  b y  i n c r e a s i n g  
1 9 7  
t h e  c e l l  n u m b e r  i n  t h e  i n o c u l u m ,  t h e  c h l o r o p h y l l : d i u r o n  r a t i o  
, m s  i n c r e a s e d ,  r e s u l t i n g  i n  r e d u c t i o n  o f '  s e n s i t i v i t y  
t o  d i u r o n .  
V a n  R e n s e n  ( 1 9 7 1 )  f o u n d  s t i m u l a t i o n  o f '  0 2 - e V o l u t i o n  
b y  v e r y  1 0 1 "  c o n c e n t r a t i o n s  o f '  d i u r o n  i n  S c e n e d e , s I D u s .  
T h i s  i n c r e a s e  o f '  0 2 - e v o l u t i o n  c o u l d  b e  e x p l a i n e d  b y  
t h e  s t i m u l a t i o n  o f  c h l o r o p h y l l  p i g m e n t  p r o d u c t i o n ,  
r e s u l t i n g  i n  a n  i n c r e a s e  i n  i n t e n s i t y  o f '  p h o t o s y n t h e s i s  
a n d  n o t  n e c e s s a r i l y  i n v o l v i n g  t h e  r e d o x  b a l a n c e  a s  
s u g g e s t e d  b y  V a n  R e n s e n  ( 1 9 7 1 ) .  
H O ' 1 e v e r ,  i t  i s  p o s s i b l e  
t h a t  t h e  s m a l l  a m o u n t  o f '  d i u r o n ,  p r o d u c i n g  a  v e r y  h i g h  
c l L l o r o p h y l l : d i u r o n  r a t i o ,  c o u l d  a t  t h e  s a m e  t i m e  r e n d e r  
t h e  r e d o x  b a l a n c e  m o r e  f ' a v o u r a b l e  f ' o r  0 2 - e v o l u t i o n  
( V a n  R e n s e n ,  1 9 7 1 ) .  
1 9 8  
5 . 2  
I n h i b i t i o n  a n d  p h o t o s y n t h e t i c  p i g m e n t s  
5 . 2 . 1  
I n t v o d u c t i o n  
I n  v i e w  o f  t h e  d i f f e r e n c e  i n  s e n s i t i v i t y  o f  
c e l l  d i v i s i o n  a n d  p i g m e n t  p r o d u c t i o n  t o  d i u r o n ,  i t  
w a s  o f  i n t e r e s t  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t s  o n  t h e  p i g m e n t s  
b y  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  d i u r o n  w h i c h  c a u s e d  c o n l p l e t e  
i n h i b i t i o n  o r  c e l l  d i v i s i o n .  
5 . 2 . 2  
r · , a t e r i a l s  a n d  H e t h o d s  
C h l o r e l l a  N~IT c e l l s  w e r e  l m r v e s t e d  a t  t h e  
e n d  o f  t h e  d a r k  p e r i o d  f r O l T 1  a  s y n c h r o n o L l s  c u l t u r e .  
T h e  c e l l s  w e r e  , . a s h e d  o n c e  , . i t h  d i s t i l l e d  , . a t e r  
"  
l ' e f o r e  u s e  i n  t h e  e x p e r i m e n t .  
D u p l i c a t e  c u l t u r e s  o f  t h e  c e l l s  w e r e  s e t  u p  
, . i t h  1  p p w  o f  d i u r o n  a n d  V / i t h o u t  d i u r o n .  T h e  
e x p e r i m e n t a l  v e s s e l s  , . e r e  i n c u h a t e d  i n  a  s h a k e r  
w a t e r - b a t h  a t  2 8
0
+  1
0
C  a n d  i l l U l 1 l i n a t e d  w i t h  t v / o  
-
1 5 0  w a t t s  i n c a n d e s c e n t  l a n , p s .  A i r  e n r i c h e d  t o  5 %  
C O
2  
W a s  c o n t i n u o u s l y  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  c e l l  c u l t u r e s .  
E f f e c t s  o f  d i u r o n  o n  t h e  C h l o r e l l a  c e l l s  w e r e  
e x a m i n e d  b y  c e l l  c o u n t ,  p i g m e n t  m e a s u r e m e n t  a n d  e l e c t r o n  
l J l i c r o s c o p y  a t  i n t e r v a l s  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d .  
•  
1 9 9  
5 . 2 · 3  
R e s u l t s  
A t  3 6  h o u r s  c e l l  c o u n t  s h o w e d  t h a t  d i u r o n  ( 1  p p m )  
c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  c e l l  d i v i s i o n  o f  t h e  C h l o r e J . l a  
c e l l s ,  w h i l e  t h e  u n t r e a t e d  c u l t t . r e  h a d  a  7 - f o l d  
i n c " e a s e  i n  c e l l  n u m b e r  ( T a h l c  1 1 - ) .  T o t a l  c h l o r o p h y l l  
c o n t e n t  i n c r e a s e d  w i t h  t i l l e  i n  t h e  u n t r e a t e d  c u l t u r e ,  
l J l l t  d e c r e a s e d  i n  t h e  t r e a t e d  c u l t u r o .  
A f t e r  i n c u b a t i o n  
f o r  ~)O I V : > ' - 1 r s ,  i n h i b i t i o n  o f  c h l o r u p h y l l  p r o d u c t i o n  1 m s  
r e l i e v e d  i n  t h e  t r e a t e d  c u l t u r e .  
T h e  p e r c e n t a g e  o f  
c h l o r o p h y l l  c o n t e n t  s h o N e d  a n  i n c r e a s e  a s  c o m p a r e d  
t o  t h a t  a f t e r  3 6  h o u r s '  i n c u l l a t i o n .  
F o r  a  m o r e  
d e t a i l e d  s t L l d y  o f  t h e  e f f e c t s  o f  1  p p "  d i u r o n  o n  
p h o t o s y n t h e t i c  p i g m e n t s ,  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c h l o r o p h y  I I  
a  ( C h l . a ) ,  c h l o r o p l l y l l  I ,  ( C h l . h )  a l ! d  c a r o t e n o i d s  w e r e  
d e t e r l l l i n e d  a,~ e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a g e s  o f  t h e  p i g m e n t  
c o n t e l 1 t s  o f  t h e  i n o c L l l . u m  ( T a h 1 e  S  ~. 
( ' h 1  o r o p h y  1 1  
p r o d u c t i o n  w a s  w r ) r e  s e n s i t i v e  t o  d i l l r o n  t h a n  
c a r o t e n o l d s  . .  
T h e  h e r b i c i d e  h a d  a  g r e a t e r  e f ' f e c t  
o n  ( ' h l .  b  f o r n l a  t i o n  t h a n  o n  C h l . a  ( T a b l e  i ) ,  r e s u l  t i n g  
i n  a n  i n c r e a s e  i n  C h l . a  t o  C h l . b  r a t i o  ( T a b l e  4 - ) .  
A f t e r  9 0  h o u r s ,  h o w e v e r ,  d i u r o n  t o x i c i t y  w a s  r e l i e v e d  
a n d  t h e  C h l . a  t o  C h l . b  r a t i o  w a s  f o u n d  t o  b e  i d e n t i c a l  
t o  t h e  u n t r e a t e d  c u l t . l r e .  
•  
•  
T a b l e  4  
E f f e c t s  o f  d i u r o n  o n  c e l l  nl~n;ber a n d  
p h o t o s y n t b . e t i c  p i g l l l e n t s  o f  c h l o r e l l a  ( N H I )  
2 0 0  
I J i u r o n  c o n e .  
i n  p p n l  
T i l l 1 e  i n  
h o u r s  
1 \ 0 .  0 1 . '  c e l l s / \ ! i l  
c u l t u r e  ( x  1 0  )  
C h l o r o p h y l l  o : u  
r a t i o  
o  
1  
f a h l e  j J  
D i ' . l r ( ) I 1  
p p m .  
1  
o  
1 2  
) 6  
9 0  
0  
1 2  
) 6  
9 0  
2 . 2  
' 3 . 0  
1 5 . 1  
I ! O . O  
2 . 2  
2 . h  
2 . )  
2 . 0  
1 . 9 5  
1  . 5 8  
1 .  G L i  
1 . 6 6  
1 . ) 5  
2 0 ) 8  
) . ) [ i  
1 .  9 1  
E f i ' e c t s  o f  d i u r o n  o n  c e l l  n U l f o u e r  a n d  
p h o t o s y n t h e t i c  p i g m e n t s  0 1 . '  c h l o r e l l a  N J l U  
( R e s u l  t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t a € ; e s  o f  
m e a s u r e n l e n t s  a t  s t a r t  0 1 . '  e x p e r i l n e n t )  
c o n e .  
T i r . l e  i n  
h o u r s  
o  
1 2  
) 6  
9 0  
C e l l  N o .  
' "  
,~ 
1 0 0  
1 0 8  
1 0 7  
9 1  
T o t a l  
o l 1 1 0 r .  
%  
1 0 0  
8 7  
7 1  
8 8  
T o t a l  
' a '  
1  
1 0 0  
9 ' 3  
8 2 . 7  
S 6  
T o t a l  
' b '  
~ 
1 0 0  
7 6  
h S  
8 8  
T o t a l  
c o n e .  
%  
1 0 0  
1 0 )  
1 0 0  
9 2  
2 0 1  
E l e c t r o n  m i c r o s c o l ' Y  
. ' l a t e  5 . 1  s h o w s  C h l o r e l l "  m r r  c e l l s  e r o w n  p l " o t o -
a u t o t r o p h i c a l l y  £ o r  1 2  h o u r s ,  a n d  P l a t e  5 . 2  r e p r e s e n t s  
C h l o r e l l a  m l I  c e l l s  t r e a t e d  f o r  1 2  h o u r s  w i t h  1  p p m .  
d i u r o n .  I n  c O l l l p a r i n g  t h e s e  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  
K N n O l ,  £ i x e d  c e l l s ,  i t  " a s  o h  s e r v e d  t h a t  d i u r o n  t r e a t e d  
c e l l s  c o n t a i n e d  n o  s t a r c h ,  a n d  h a d  l a r g e  m i t o c h o n d r i a ,  
-
w i  t l "  n U t n e r o  _ I S  c r . s t a e ,  l y i n g  c l o s e  t o  t h e  c h l o r o p l a s t s .  
T l l e  s i n [ l e  c h l o r o p l a s t s  o f  t h e  u n t r e a t e d  c e l l s  \ V e r e  
c u p - s h a p e d ,  \ V i t h  t h e  n u c l e i  c e n e r a l l y  r a c i n g  t h e  c o n c a v e  
s i d e ;  t l l e  c l " l o r o p l a s t s  o f  t h e  t r e a t e d  c e l l s ,  h o \ V e v e r ,  
h a d  l o s t  t h e  c u p - s h a p e d  a p p e a r a n c e  a n d  t e n d e d  t o  a s s u n u l  
a  s p h e r i c a l  s h a p e  ( P l a t e  0 . 2 ) .  
A  l a r e - e  v a c u o l e  w a s  
s o m e t i m e s  p r e s e n t  i n  t h e  t r e a t e o . l  c e l l .  
P l a t e  5 . 3  i l l u s t r a t e s  a  d i u r o n - t r e a t e d  c e l l  
£ i x e d  h y  t h e  g l u  t a r a l d e h y d e - o s m i l l l l l  p r o c e d u r e .  T h e  
" b s e n c e  o £  s t a r c h  a n d  s l i g h t  r o u n d i n g  o f f '  o f "  t l " e  
c l t l o r o p l a s t s  \ V e r e  e v i d e n t .  
T i l e  n u m b e r  o f  t h y  l a k o i d s  
I 1 l 4 l k i n e  u p  t h e  g r a n a - l i k e  r e e i o n s  i n  t h e  t r e a t e d  c e l l  
c h l o r o p l a s t  \ V a s  g r e a t l y  r e d u c e d  ( P l a t e  5.~) . T h e  
I I J a j o r i t y  o f '  s u c h  a r e a s  c o n t a i n e d  o n l y  b ; o  t h y l a k o i d s ,  
a n d  v e r y  f e w  h a d  l a r g e r  r u l l f l b e r s ,  , ; h i c h  w a s  i n  d i r e c t  
c o n t r a s t  t o  t h e  g r a n F , - l i k e  r e r ; i o n s  i n  t h e  c h l o r o p l a s t  
o f  t h e  u n t r e a t e d  c e l l .  
R i b o s o m e s  a n d  D N A  f i b r i l s  
c o u l d  b e  s e e n  i n  t l 1 . e  c h l o r o p l a s t ,  a n d  t h e r e  w a s  a  
h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  r i b o s o m e s  i n  t h e  c y t o p l a s m .  
P l a t e  5 . 5  r e p r e s e n t s  a  Ch l o r e l l a  c e l l  e~ter 
2 0 2  
3 6  h o u r s  i n c u b a t i o n .  T h e  l a m e l l a e  o r g a n i s a t i o n  w a s  
s e v e r e l y  d i s r u p t e d  a n d  t L e  l r u n . e l l a e  ] " W E  b r o k e n  d o w n  
i n t o  s m a l l e r  u n i t s .  H o w e v e r ,  D N A  f i b r i l s  c o u l d  s t i l l  
b e  s e e n  i n  t h e  s t r o m a .  T h e  m i t o c h o n d r i o n  h a d  e n l a r g e d  
c o n s i d e r a b l y ,  a n d  t h e  c r i s t a e  w e r e  s h o r t  a n d  s w o l l e n  
a n d  r e d u c e d  i n  n u m b e r .  B o t h  r i b o s o m e s  a n d  D N A  f i b r i l s  
c o u l d  b e  d i s t i n g u i s h e d  i n  t h e  o r g a n e l l e s .  
2 0 3  
5 . 2 . 4 .  
D I S C U S S I O N  
O f  i n t e r e s t  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  i s  t h e  o b s e r v e d  
i n c r e a s e  i n  chlorophy~~ a : h  r a t i o  d u r i n g  t r e a t m e n t  
. . .  i  t h  1  P P ' "  d i  ! I r o n .  
T h i s  i n c r e a s e  m a y  b e  d u e  t o  
e i t h e r  a  c h a n f f e  i n  L h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  ch~orophy~~ 
a  o r  ch~orophy~~ b .  
I n  t h e  e x p e r i m e n t ,  i t  i s  f o u n d  t h a t  t o t a l  
c h l o r o p h y l l  c o n t e n t  i s  d e c r e a s e d ,  b u t  c o n c e n t r a t i o n  
o f  c h l o r o p b Y l l  ~ i s  r e d u c e d  b y  2 4 %  a f t e r  1 2  h o u r s  
a n d  52~ a f t e r  3 6  h o u r s  a s  c o m p a r e d  t o  o n l y  7 %  a n d  
,  
,  
1 7 . 5 %  f o r  c h l o r o p h y  1 1  a .  
T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  
:  
t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  c l l l o r o p h y l l  a : b  r a t i o  i n  t h e  
d i u r o n - t r e a t e d  c e l l  i s  d u e  t o  a  r e d u c t i o n  i n  c l u o r o p h y l l  b .  
T h i s  i s  i n  l i n e  w i t h  t h e  f i n d i n g  t h a t  a  h i g h e r  c h l o r o p h y l l  
a : b  r a t i o  i s  o f t e n  d u e  t o  r e d u c t i o n  o r  a b s e n c e  o f  
c h l o r o p h y l l  b  i n  m u t a n t  p l a n t s  H o r d e u m  v U l g a r e  
( G o o d c h i l d  e t  a l ,  1 9 6 6 ) ,  A r a h i d o p s i , s  t h a l i a n a  ( H i r o n o  
a n d  R e d e i ,  1 9 6 3 ) ,  a n d  C h l o r e l l a  p y r e n o i d o , s a  ( A l l e n ,  
1 9 5 8 ) .  
T h e  c o n c e p t  o f  p h o t o s y n t h e s i s  c o n s i s t i n g  o f  t w o  
l i g h t  r e a c t i o n s ,  S y s t e m  I  a n d  S y s t e m  I I ,  i s  n o w  w i d e l y  
a c c e p t e d .  
R e c e n t  w o r k  o n  c h l o r o p l a s t  f r a g m e n t a t i o n  
h a s  s h o w n  t h a t  c h l o r o p h y l l  a  a n d  c h l o r o p h y l l  b a r e  
a s s o c i a t e d  w i t h  b o t h  s y s t e m s .  
F r a c t i o n  o n e ,  , d t h  a  
2 0 4  
c h l o r o p h y 1 1  a : b  r a t i o  o f  2 ,  i s  p r i m a r i 1 y  r e s p o n s i b 1 e  
f o r  s y s t e m  I I ,  a n d  f r a c t i o n  t~o, ~ith c h l o r o p h y 1 1  a : b  
r a t i o  o f  6 ,  i s  r e s p o n s i b 1 e  f o r  s y s t e m  I  ( B o a r d m a n  a n d  
A n d e r s o n ,  1 9 6 4 ) .  I n  v i e w  o f  t h e  a c c u m u l a t i n g  e v i d e n c e  
t h a t  c h l o r o p h y 1 1  b  i s  f o r m e d  f r o m  c h l o r o p h y 1 1  a ,  
( S h y 1 k ,  1 9 6 4 ;  B o g o r a d ,  1 9 6 6 ;  J o n e s ,  196~; E 1 1 s w o r t h  
e t  a 1 ,  1 9 6 8 ,  1 9 6 9 ) ,  i t  c a n  b e  s p e c u 1 a t e d  t h a t  t h e  
p h o t o s y n t h e t i c  s y s t e m  c o n t a i n s  a  f o r m  o f  c h l o r o p h y 1 1  a  
t h a t  c a n  b e  c o n v e r t e d  t o  c h l o r o p h y 1 1  b .  T h e  a s s u m p t i o n  
o f  t~o f o r m s  o f  c h 1 o r o p h y 1 1  a  i n  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  
s y s t e m  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  f i n d i n g s  o f  D u y s e n a  ( 1 9 6 3 ) .  
H e  sho~ed t h a t  t h e  f 1 u o r e s c e n c e  o f  c h 1 o r o p h y 1 1  a  i s  
e x c i t e d  m o r e  e f f e c t i v e 1 y  b y  t h e  1 i g h t  a b s o r b e d  b y  
p i g m e n t  s y s t e m  I I ,  t h a n  t h a t  a b s o r b e d  b y  p i g m e n t  
s y s t e m  I .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  p r e s e n c e  o f  h i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  c h l o r o p h y 1 1  b  i n  S y s t e m  I I  i s  
c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  L o s a d a  e t  a 1  ( 1 9 6 1 )  
a n d  A 1 1 e n  ( 1 9 5 8 ) .  L o s a d a  e t  a 1  ( 1 9 6 1 )  s h o w e d  t h a t  
s o m e  a s s i s t a n c e  o f  1 i g h t  e n e r g y  i s  r e q u i r e d  i n  t h e  
s p 1 i t t i n g  o f  w a t e r ,  a n d  i t  i n v o 1 v e s  a c c e s s o r y  p i g m e n t s ,  
s u c h  a s  c h l o r o p h y 1 1  b .  A 1 1 e n  ( 1 9 5 8 )  s u g g e s t e d  t h a t  
c h l o r o p h y 1 1  b  m i g h t  b e  n e c e s s a r y  f o r  e f f e c t i v e  u s e  o f  
1 i g h t  e n e r g y ,  a n d  t h a t  i t  m i g h t  s t a b i 1 i z e  t h e  p h o t o -
s y n t h e t i c  a p p a r a t u s .  
2 0 5  
T h e  i n c r e a s e  i n  c b l o r o p h y l l  a : b  r a t i o  o b s e r v e d  
i n  d i u r o n - t r e a t e d  c e l l s  m a y  b e  t h e  r e s u l t  o f  a  d i r e c t  
a c t i o n  o n  s y s t e m  I I ,  b y  i n h i b i t i n g  t h e  c o n v e r s i o n  o f  
c h l o r o p h y l l  a  t o  c b l o r o p h y l l  b .  
T h e  c h a n g e  i n  
c b l o r o p h y l l  r a t i o  i n t e r f e r e s  w i t h  t h e  a c t i v i t y  o f  
s y s t e m  I I ,  a n d  t h u s  t h e  u s e  o f  l i g h t  e n e r g y  b y  t h e  
c e l l s  i s  l e s s  e f f i c i e n t ,  r e s u l t i n g  i n  i n h i b i t i o n  o f  
p h o t  o s y n t h e s i s .  
S i n c e  c b l o r o p h y l l  b  m a y  b e  i m p o r t a n t  i n  t h e  
s t a c k i n g  o f  t h e  t h y l a k o i d s  i n  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  
a p p a r a t u s  ( A l l e n ,  1 9 5 8 ;  G o o d c h i l d  e t  a l ,  1 9 6 6 ;  H i g h k i n  
e t  a l ,  1 9 6 9 ) ,  t h e n  d i u r o n  w o u l d  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  
• •  
f o r m a t i o n  o f  g r a n a - l i k e  a r e a s  i n  C b l o r e l l a  N } U  c h l o r o p l a s t .  
T h i s  i s  c o n f i r m e d  b y  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s t u d i e s  
( P l a t e  5 . 4 )  
S m i t h  ( 1 9 5 4 )  h a s  o b s e r v e d  t h a t  c h l o r o p h y l l  b  
m a y  n o t  b e  n e c e s s a r y  f o r  o x y g e n  e v o l u t i o n .  A s  p h o t o l y s i s  
o f  w a t e r ,  h o w e v e r ,  i s  c o n s i d e r e d  t o  t a k e  p l a c e  i n  t h e  
g r a n a  o f  o b l o r o p l a s t s  ( W e t t s t e i n ,  1 9 5 9 ) ,  i t  i s  r e a s o n a b l e  
t o  a s s u m e  t h a t  a n  i n c r e a s e  i n  c h l o r o p h y l l  a : b  r a t i o  
w h i c h  i m p a i r s  g r a n a  f o r m a t i o n  i n  t h e  c b l o r o p l a s t  m a y  
h a v e  s o m e  e f f e c t  o n  o x y g e n  e v o l u t i o n .  H O D Q n n  a n d  S c h m i d  
( 1 9 6 7 ) ,  W o o  e t  a l  ( 1 9 7 1 ) ,  a n d  B i s h o p  e t  a l  ( 1 9 7 1 )  h a v e  
r e p o r t e d  t h a t  s t a c k i n g  i n  t h e  l a m e l l a e  o f  t h e  c h l o r o p l a s t s  
o f  h i g h e r  p l a n t s  i s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  n o r l l a l  a c t i v i t y  o f  
P h o t o s y s t e m  I T .  
5 . 1  S u m m a r y  
1 .  A c t i o n  o~ d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i u r o n  
s h o , , :  t h a t  c e l l  d i v i s i o n  i s  1 I 1 0 r e  s e n s i t i v e  t o  t h e  
h e r b i c i d e  t h a n  c h l o r o p h y l l  p r o d u c t i o n .  
2 0 6  
2 .  V e r y  1 0 , " ,  c o n c e n t r a t i o n s  0 1 '  d i u r o n  ( . 0 2  t o . 0 5  p p r n )  
s t i m u l a t e  c h l o r o p h y l l  v r o d u c t i o n .  
J .  A n  a n a l y s i s  o f  d a t a  o n  c o n t e n t  o f  c h l o r o p h y l l s  
a  a n d  b  o f  c e l l s  t r e a t e d  " i t h  1  P p l l i  d i u r o n  i n d i c a t e s  
a  d e f i n i t e  d i f f e r e n t i a l  i n b . i l J i t o r y  a c t i o n  o f  d i u r o n  
o n  t h e  s y n t h e s i s  o f  c h l o r o \ l h y l l  b .  C h l o r o p h y l l  a  t o  1 0  
r a t i o  i s  i n c r e a s e ( l .  
4 .  A f t e r  1 2  h o u r s ,  l l I i t o c t l O o o r i a  h a v e  m i g r a t e d  f r o m  
t h e  p e r i t o h e r y  t o  l i e  c l o s e  t o  t h e  c h l o r o p l a s t s .  T b _ e  
l a t t e r  b e c o m e  s p h e r i c a l  i n  s h a p e ,  h a v e  n o  s t a r c h  g r a i n s ,  
f e w  s t a c k s  0 1 '  t h y l a k o i d s ,  a n d  t h e  g r a n a - l i k e  r e g i o n s  
c o n t a i n  1 ' e , " , e r  t h y  l a k o i d s .  
5 .  A f t e r  3 6  h o u r s  ,  t h e  l a m e l l a e  s y s t e m  i s  s e v e r e l y  
d i s o r r r a n i s e d .  
T h e  l a m e l l a e  a r e  b r o k e n  i n  s e v e r a l  
p l a c e s  i n t o  s h o r t e r  u n : L t s .  
r i h o s o f l l e s  a n n  D N A  f i b r i l s .  
T h e  c h l o r o p l a s t s  c o n t a i n  
H i t o c h o n d r i a  a r e  l a r g e ,  
, . i t h  1 ' e 1 . e r  a n d  s h o r t e r  c r i s t a e .  
P l a t e  5 . 1  
P l a t e s  5 . 2  
0 . 2 . A  
P l a t e  5 . 3  
P l a t e  0 . 4  
P l a t e  5 . 5  
P l a t e  5  
U n t r e a t e d  C l 1 l o r e l l a  m : : r  c e l l s  a f t e r  
1 2  h o u r s .  T h e  c h l o r o p l a s t  ( c )  i s  
c u p - s h . ' t p e d  a n d  c o n t a i n s  l a r g e  s t a r c h  
g r a i n s  ( c ) .  ' " f n c l e u s  ( ' ! )  f a c e s  c o n c a v e  
s i d e  o f  c i 1 l ' ) r o p l a s i : ; .  N o t e  m j . t o c h o n d r i a  
( a r r m v s )  a t  p e r i p h e r y  o f  c e l l .  
G l u t  - K H
n
0
4
•  x  1 0 , 0 0 0  
C h l o r e l l a  N~iI c e l l s  t r e a t e d  l V i t h  1  P P ' "  
d i u r o n  f o r  1 2  h o u r s .  T h e  c h l o r o p l a s t  
( c )  t e n d s  t o  b e  s p l l . e r i c a l  i n  s h a p e .  
N o t e  a u s e n c e  o f  s t a r c h ,  a n d  l a r g e  w i t o -
c h o n d r i a ,  w i t h  n u m e r o u s  c r i s t a e ,  c l o s e  
t o  t h e  c h l o r o p l a s t .  
G l u t  - K H n 0 4  
5 . 2  
5 . 2  •  . 1 1 .  
x  2 0 , 0 0 0  
x  3 0 , 0 0 0  
C h l o r e l l a  N~rr c e l l s  t r e a t e d  w i t h  1  p p m  
d i u r o n  f o r  1 2  h o u r s .  N o t e  a b s e n c e  o f  
s t a r c h ,  C h l o r o p l a s t  ( c )  h a s  l o s t  i t s  
c u p - s h a p e d  a p p e a r a n c e .  
G l u t  - 0 s 0 4 '  
x  2 0 , 0 0 0  
C h l o r e l l a  m , I  c e l l  t r e a t e d  , v i  t h  1  p p l 1 l  
d i u r o n  f o r  1 2  l ' t o u r s .  F e ' v e r  g r a n a - l i k e  
s t r u c t u r e s ,  ~lajori t y  o f  l a m e l l a e  a r e  
m a d e  u p  o f  2  t h y l a 1 < o i d s .  N o t e  l a r g e  
l l I i  t o  c h o n d r i a  ( 1 - )  n e a r  c h l o r o p l a s t ,  
G l u t  - 0 s 0 4 '  
x  6 6 , 3 0 0  
C h l o r e l l a  m r r  c e l l  t r e a t e d  w i t L  1  I'~)m 
u i t ( r o n  f o r  3 6  h o u r s .  
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C H A .l ' T E R  6  
O F  
6 . 1  I n t r o d u c t i o n  
B e c a u s e  o f  t h e  w i d e s p r e a d  u s e  o f  E u g l e n a  s p .  
i n  a  v a r i e t y  o f  b i o l o g i c a l  s t u d i e s  a n d  p a r t i c u l a r l y  
i n  investi~dtions c o n t r o l l i n G  t h e  l o s s  a n d  d e v e l o p -
m e n t  o f  c h l o r o p l a s t s ,  E u e ; l e n a  a p p e a r e d  t o  b e  a n  
i d e a l  c h o i c e  t o  s t u d y  t h e  e f f o c t s  o f  d i u r o n  o n  
p h o t o s y u t h e t i c  c e l l s .  
I t  i s  e x p e c t e d  t h a t  a  s t u d y  o f  c h a n g e s  i n  
t l l e  u l t r a s t r u c t u r e  o f  h e r l J i c i d e - t r e a t e d  E u g l e n a  
c e l l s  I - I o u l d  s h e d  s o m e  a d d i t i o n a l  l i g h t  o n  t h e  a c t i o n  
o f  d i u r o n  •  
•  
2 0 7  
2 0 8  
6 . 2  p r e l i m i n a r y  i n v e s t i g a t i o n  o f  i n h i b i t i o n  o f  
g r o w t h  o f  E u g l e n a  b y  d ± u r o n  
E u g l e n a  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  p h o t o - a u t o t r o p h i c a l l y  
w i t h  t h r e e  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i u r o n  ( 1 ,  2  a n d  
5  p p m )  a n d  a s  a n  u n t r e a t e d  c o n t r o l .  
T h e  c u l t u r e  
v e s s e l s  w e r e  i n c u b a t e d ,  w i t h  m e c h a n i c a l  s h a k i n g ,  i n  a  
w a t e r - b a t h  a t  2 6  +  1
o
C ,  a n d  i l l u m i n a t e d  w i t h  t w o  1 5 0 - w a t t  
~ 
i n c a n d e s c e n t  l a m p s .  G r o , . , t h  ' ' / a s  e s t i m a t e d  b y  t u r b : l . d -
i m e t r y  m e a s u r e m e n t s  a n d  e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t  o f  t h e  
c o n t r o l .  
R e a d i n g s  w e r e  t a k e n  d a i l y .  
F i g  •  . a .  s h m , s  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  t h r e e  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  d i u r o n  o n  p h o t o a u t o t r o p h i c  g r o , . , t h  o f  E u g l e n a .  
G r o w t h  w a s  o n l y  s l i g h t l y  i n h i b i t e d  a t  0 . 5  p p m  
o f  d i u r o n .  
A t  2  a n d  5  p p m  d i u r o n ,  t h e r e  w a s  a  c o m p l e t e  
i n h i b i t i o n  o f  g r o w t h .  
6 . 3  E f f e c t s  _ o n _ c e l l  d i v i s ) , o n ,  p i g m e n t  s y n t h e s i s  a n d  
f i n e  s t r u c t u r e  o f  E u g l e n a  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  d i u r o n  
A  s e r i e s  o f  c u l t u r e s  o f  E u g l e n a  w e r e  s e t  u p  , d  t h  
d i u r o n  a t  t h e  f o l l o w i n g  c o n c e n t r a t i o n s  - 0 ,  0 . 0 5 ,  . 0 1 ,  
. 0 5 ,  0 . 1 ,  0 . 2 ,  0 . 5 ,  1 . 0 ,  3 . 0 ,  5 . 0  a n d  1 0 . 0  p p m .  T h e  
c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  2 6  +  1
0
C  w i t h  
~ 
s h a l c i n g ,  a n d  
i l l u m i n a t e d  a t  4 0 0  f t .  c a n d l e s  w i t h  f l u o r e s c e n t  
' w h i t e - w a r m '  l a m p s .  
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2 0 9  
A f t e r  4 8  h o u r s  g r o w t h ,  c e l l  n u m b e r  w a s  c o u n t e d  
a n d  t h e  a l g a l  p i g m e n t s  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  8 0 %  a c e t o n e  
a n d  c h l o r o p h y l l  c o n c e n t r a t i o n  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  
i n  s e c t i o n  2 . 2 .  
L i g h t  m i c r o s c o p y  
P h o t o m i c r o g r a p h y  o f  t h e  a l g a l  c u l t u r e s  a f t e r  
4 8  h o u r  g r o w t h  w a s  t a k e n  u s i n g  a  L e i t z  O r t h o l u x  
m i c r o s c o p e ,  e q u i p p e d  w i t h  a  c a m e r a ,  a  1 0 0  x  o i l  
i m m e r s i o n  o b j e c t i v e  a n d  a  1 0  x  o c u l a r  l e n s .  T h e  
c e l l  c u l t u r e  w a s  r e c o r d e d  o n  I l f o r d  P a n  F  o r  K o d a k  
P a n  P l u s - x  f i l m .  
E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  
S a m p l e s  w e r e  t a k e n  f r o m  t h e  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  
c u l t u r e s  a f t e r  4 8  h o u r s ,  a n d  f i x e d  \ < i t h  t h e  d o u b l e  
f i x a t i o n  p r o c e d u r e  ( G l u t a r a l d e h y d e - O s m i u m )  a s  d e s c r i b e d  
i n  S e c t i o n  4 . 2 . 2 .  
F~.l s h o w s  t h a t  t h e  u n t r e a t e d  E u g l e n a  c e l l s  h a d  
d o u b l e d  i n  n u m b e r  a f t e r  4 8  h o u r s  i n c u b a t i o n  ( f r o m  1 9 . 0  
4  4  
x  1 0  t o  3 8 . 3  x  1 0  c e l l s / m l ) .  D u r i n g  t h a t  p e r i o d  
c h l o r o p h y l l  c o n c e n t r a t i o n  h a d  a l s o  d o u b l e d .  
T h e  v e r y  
l o w  c o n c e n t r a t i o n s  ( . 0 0 5 - . 0 1  p p m  d i u r o n )  d i d  n o t  a f f e c t  
c e l l  d i v i s i o n  n o r  c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s .  A t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 0 5  p p m ,  t h e  h e r b i c i d e  c a u s e d  a  
d e c r e a s e  i n  c e l l  n u m b e r ,  b u t  n o t  i n  t h e  t o t a l  a m o u n t  
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o f  c h l o r o p h y l l .  I n c r e a s e  o f  d i u r o n  c o n c e n t r a t i o n  
t o  0 . 1  p p m  s t i l l  d i d  n o t  a f f e c t  t o t a l  c h l o r o p h y l l  
c o n t e n t s ,  a l t h o u g h  c e l l  d i v i s i o n  w a s  a l m o s t  c o m p l e t e l y  
i n h i b i t e d .  A b o v e  0 . 2  p p m ,  t h e  h e r b i c i d e  i n h i b i t e d  
b o t h  c e l l  d i v i s i o n  a n d  c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s .  A t  
t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s ,  t h e r e  w a s  a  d e c r e a s e  i n  c e l l  
n u m b e r  a n d  p i g m e n t  c o n t e n t  w i t h  i n c r e a s i n g  a m o u n t s  
o f  t h e  h e r b i c i d e .  
I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  c h l o r o p h y l l  c o n t e n t s  o f  
t h e  c e l l s ,  r e d u c t i o n  o r  i n c r e a s e  i n  c h 1 c r o p l J y 1 1  " a "  
a n d  c h l o r o p h y l l  l i b "  i n  t r e a t e d  c e l l s  w e r e  e x p r e s s e d  
a s  p e r c e n t a g e  o f  t h e s e  p i g m e n t s  i n  t h e  u n t r e a t e d  c e l l s  
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a f t e r  4 8  h o u r  i n c u b a t i o n  ( T a b l e  6 ) .  T h e  r e s u l  t s  sho'~'ed 
t h a t  a t  t h e  l o w e s t  c o n c e n t r a t i o n  w h i c h  d i d  n o t  i n h i b i t  
c e l l  d i v i s i o n ,  i n h i b i t i o n  o r  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  t w o  
c h l o r o p h y l l  p i g m e n t s  w a s  n o t  o b s e r v e d .  A t  0 . 0 1  a n d  
0 . 0 5  p p m  d i u r o n ,  h o w e v e r ,  t h e r e  w a s  a  r e d u c t i o n  i n  
c h l o r o p h y l l  l i b  1 1  a n d  a  s t i m u l a t i o n  i n  c h l o r o p h y l l  " a  1 1  
p r o d u c t i o n .  A t  0 . 1  p p m ,  t h e  c h l o r o p h y l l  c o n t e n t  p e r  
c e l l  w a s  n e a r l y  d o u b l e  t h a t  o f  t h e  u n t r e a t e d  c e l l ,  a n d  
a l t h o u g h  c h l o r o p h y l l  " a "  c o n t e n t  w a B  n e a r l y  d o u b l e d ,  
t h e r e  w a s  c o m p a r a t i v e l y  a  l o w  i n c r e a s e  i n  c h l o r o p h y l l  l i b "  
( T a b l e  7  ) .  
T h i s  i s  i n d i c a  t e d  b y  t h e  h i g h  c h l .  " a  1 1  
t o  c h l .  l i b  1 1  r a t i o  ( T a b l e  6  ) .  A t  0 . 2  p p m ,  d i u r o n  
c a u s e d  m a r k e d  r e d u c t i o n s  i n  c h l o r o p h y l l  " a  1 1  a n d  l i b "  
•  
D i u r o n  
c o n c o  
( p p m )  
o  
. 0 0 5  
. 0 1  
. 0 5  
. 1 0  
. 2 0  
. 5 0  
1 . 0  
) . 0  
5 . 0  
1 0 . 0  
T a b l e  6  
C h l . a , g / r n l  
o f  c u l t u r e  
( x  1 0 -
5
)  
•  
3 .
4 4  
) . 4 )  
) . ) 6  
) . 2 6  
) . 6 )  
1 0 9 2  
1  •  L . 2  
1 . 0 6  
0 . 8 )  
0 . 7 1  
0 . 4 9  
2 1 1  
E f f e c t s  o f  d i u r o n  o n  p r o d u c t i o n  
o f  c h l o r o p h y l l  p i g m e n t s  i n  E U f j ' l e n a  
g r o w n  a u t o t r o p h i c a l l y  i n  l i g h t  f o r  
4 8  h o u r s  
C h I .  b ,  g / r n l  
o f  c u l t u r e  
( x  1 0 -
5
)  
0 . 9 9  
0 . 8 2  
0 . 8 4  
0 . 7 1  
0 . 6 )  
0 . ) 9  
0 . ) 5  
0 . 2 7  
0 . 2 0  
0 .1 ~ 
0 . 1 5  
C h l . a  
.  
C h l . b  
) . 7  
L~ . 2  
4 . 6  
1 1  . 6  
5 . 8  
l ' . 9  
l  • •  O  
) . 9  
4 . 1  
) . 9  
) . )  
-
•  
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T a b l e  7  
E f f e c t  o f  d i u r o n  o n  c o n t e n t s  o f  
c h l o r o p h y l l s  a  a n d  b  o f  E u g l e n a  
g r o w n  i n  l i g h t  f o r  4 8  h o u r s .  
D i u r o n  
c o n c o  
i n  p p m ,  
o  
, 0 0 5  
, 0 1  
. 0 5  
, 1 0  
. 2 0  
. 5 0  
1 . 0  
3 .
0  
5 . 0  
1 0 . 0  
•  
( C h l o r o p h y l l  c o n t e n t  i s  e x p r e s s e d  a s  
p e r c e n t a g e  o f  t~~t o f  c o n t r o l )  
C h l . a / c e l l  
~ o f  c o n t r o l  
1 0 0  
9 9  
1 0 5  
1 0 6  
1 9 2  
1 1 2  
1 1 1  
9 2  
9 5  
9 2  
6 1  
C h l . b / c e l l  
%  o f  c o n t r o l  
1 0 0  
8 4  
8 0  
8 0  
1 1 6  
8 0  
9 6  
8 1 1  
8 0  
7 6  
6 4  
T o t a l  c h l /  c e l l  
%  o f  c o n t r o l  
1 0 0  
9 5 . 5  
9 9  
1 0 0  
1 7 5  
1 0 4 , 5  
1 0 9  
9 0  
9 2  
8 2  
5 1  
b u t  t h e  c h l .  " a "  t o  c h l .  " b  1 1  r a t i o  w a s  s t i l l  h i g h  
c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  t h e  u n t r e a t e d  c e l l s .  A t  h i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n s  ( 0 . 5  t o  1 . 0  p p m ) ,  t h e  h e r b i c i d e  w a s  
2 1 3  
h i g h l y  t o x i c  t o  t h e  c e l l s  a n d  b o t h  p i g m e n t s  w e r e  i n h i b i t e d  
a t  n e a r l y  t h e  s a m e  r a t e ,  a s  s h o w n  b y  t h e  d e c r e a s e  i n  
p i g m e n t  r a t i o  (Table~ . 
L i g h t  N i c r o s c o p y  
U n t r e a t e d  c e l l s  w e r e  f u l l  o f  p a r a m y l o n  b o d i e s  
a f t e r  4 8  h o u r  g r o w t h  i n  l i g h . t  ( P l a t e  6 . 1 ) .  W h e n  
e x p o s e d  t o  0 . 1  p p m  l e v e l  o f  d i u r o n ,  p a r a m y l o n  b o d i e s  
c o u l d  n o t  b e  d i s t i n g u i s h e d ,  a n d  t h e  c h l o r o p l a s t s  w e r e  
b i g  a n d  h i g h l y  d i s t o r t e d  ( P l a t e s  6 . 2  a n d  6 . ) ) .  A t  
0 . 5  p p m  o f  d i u r o n ,  s o m e  g i a n t  a n d  s m a l l  c h l o r o p l a s t s  
w e r e  f o u n d  w i t h i n  t h e  c e l l  ( P l a t e  6 . 4 ) .  A t  h i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n s ,  r e d d i s h  b r o ' f l l  m a t e r i a l  w a s  v i s i b l e  w i t h i n  
t h e  c e l l .  O n l y  t h r e e  t o  f o u r  c h l o r o p l a s t s  r e m a i n e d ,  
a n d  t h e s e  w e r e  s m a l l  a n d  d e n s e  ( P l a t e s  6 .  5 ,  6  a n d  7 ) .  
E l e c t r o n  m i c r o s c o P y  
P l a t e  6 . 8  s h o w s  p a r t  o f  a  E u g l e n a  c e l l  f r o m  t h e  
c u l t u r e  u s e d  a s  i n o c u l u m .  
T h e  c e l l  c o n t a i n e d  a  n u m b e r  
o f  e l o n g a t e d  c h l o r o p l a s t s ,  , . i t h  s m a l l  p a r a m y l o n  b o d i e s  
a d j a c e n t  t o  t h e  p y r e n o i d s .  T h e  c h l o r o p l a s t  h a d  t h e  
t y p i c a l  f e a t u r e s  o f  a  n o r l l  . . .  l  m a t u r e  p l a s t i d  ( S e c t i o n  4 . ) . 2 ) .  
P l a t e  6 . 9  r e p r e s e n t s  a n  u n t r e a t e d  c e l l ,  g r o w n  p h o t o -
a u t o t r o p h i c a l l y  f o r  4 8  h o u r s .  T h e  o n l y  d i f f e r e n c e  
: f r o m  c e l l s  o f  t h e  i n o c u l u m  w a s  t h e  l a r g e  n u m b e r  o f  
p a r a m y l o n  b o d i e s  i n  t h e  c y t o p l a s m .  
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A : f t e r  4 8  h o u r s  i n  d i u r o n  a t  0 . 0 5  p p m ,  t h e  c e l l s  
c o n t a i n e d  c h 1 o r o p l a s t s  s i m i l a r  t o  t h o s e  i n  t h e  u n t r e a t e d  
c e l l .  T h e r e  w a s ,  h o w e v e r ,  a  s m a l l  n u m b e r  o : f  l a r g e  
c h 1 o r o p l a s t s  ( P l a t e  6 . 1 0 ) .  P a r a m y l o n  b o d i e s ,  a l t h o u g h  
p r e s e n t ,  w e r e  : f e w e r  i n  n u m b e r .  
C o n c e n t r a t i o n s  o f  0 . 1  a n d  0 . 2  p p m ,  o : f  d ± u r o n  
c a u s e d  c e r t a i n  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  w i t l r l n  t h e  a l g a l  
c e l l .  O n l y  t w o  t o  t h r e e  c h 1 o r o p l a s t s  w e r e  v i s i b l e  
i n  t h e  s e c t i o n s  ( P l a t e  6 . 1 1 ) .  T h e  c h 1 o r o p l a s t s  w e r e  
o d d  s h a p e d  a n d  v e r y  l a r g e .  T h e  l a m e l l a e  w e r e  a r r a n t ; e d  
i n  a n  i r r e g u l a r  m a n n e r .  T h e y  w e r e  n o t  p a c k e d  t o g e t h e r  
a s  i n  t h e  c h 1 o r o p l a s t s  o f  t h e  u n t r e a t e d  c e l l s ,  b u t  w e r e  
r a t h e r  c u r v e d  a t  d i f f e r e n t  a n g l e s  l e a v i n g  l a r g e r  s p a c e s  
o : f  t h e  s t r o m a  ( P l a t e  6 . 1 2 ) .  A n o t h e r  c o n s p i c l . . l o l l s  
c h a n g e  ' < l a s  t h e  a l m o s t  c o m p l e t e  a b s e n c e  o f  p a r a m y l o n  
b o d i e s .  p y r e n o i d  a r e a s  w e r e  v i s i b l e ,  w i t h  v e r y  s m a l l  
p a r a m y l o n  b o d i e s  ( P l a t e  6 . 1 2 ) .  O t h e r  c h a n g e s  w e r e  
a l s o  o b s e r v e d  i n  t h e  c y t o p l a s m  o : f  t h e s e  t r e a t e d  c e l l s .  
S m a l l  v a c u o l e s ,  o c c a s i o n a l l y  f o u n d  i n  c o n t r o l  c e l l s ,  
c o u l d  b e  e a s i l y  o b s e r v e d  i n  t h e  c y t o p l a s m .  
S o m e t i m e s  
a  : f e w  o : f  t h e  v a c u o l e s  c o n t a i n e d  e l e c t r o n  d e n s e  n a t e r i a l .  
T h e s e  m e m b r a n e  b o u n d  v a c u o l e s  l f e r e  c o m p a r a b l e  t o  t h e  
c y t o l y s o m e s  o r  a u t o p h a g i c  v a c u o l e s  d e s c r i b e d  i n  
m a m m a l i a n  c e l l s  ( D e  D u v e  &  1 , a t t i a u x ,  1 9 6 6 ) .  
C e l l s  t r e a t e d  w i t h  0 . 5  p p m  d i u r o n  c o n t a i n e d  a  
f ' e w  l a r g e  o d d  s h a p e d  c h l o r o p l a s t s  ( P l a t e  6 . 1 4 ) .  T h e  
c h l o r o p l a s t  o f '  E u g l e n a  c o n t a i n e d  o n l y  o n e  p y r e n o i d  
( S e c t i o n  4 . 1 ) .  T h i s  a g r e e d  w i t h  t h e  s t u d B s  o f '  G i b b s  
( 1 9 6 0 )  o n  E u g l e n a  p y r e n o i d s .  T h e r e f ' o r e ,  t h e  p r e s e n c e  
2 1 5  
o f '  m o r e  t h a n  o n e  p y r e n o i d  i n  t h e  l a r g e  c h l o r o p l a s t  a n d  
t h e  s h a p e  o f '  t h e  l a t t e r  ( P l a t e  6 . 1 5 )  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  
l a r g e  c h l o r o p l a s t  c o u l d  b e  f ' o r m e d  f ' r o m  t h e  f ' u s i o n  o f '  
n e i g h b o u r i n g  c h l o r o p l a s t s  a s  s h o w n  c l e a r l y  i n  P l a t e  6 . 1 3 .  
S u c h  a n  o c c u r r e n c e  w o u l d  b e  i n  a c c o r d  l~ith t h e  r e d u c t i o n  
i n  n u m b e r  o f '  c b . 1 o r o p l a s t s  p e r  c e l l .  
T h e  e m p t y  v a c u o l e s  
l f e r e  l a r g e r  a n d  m o r e  n u m e r o u s .  
T h e  c y t o l o s o m e  v a c u o l e s  
c o n t a i n e d  l i p i d  l i k e  b o d i e s ,  e l e c t r o n  d e n s e  n m t e r i a l  
( P I a  t e  6 . 1  h )  a n d  s o m e t i m e s  v e s i c l e s  a n d  m u !  t i v e s c i c u l a r  
b O d i e s .  T h e  m i t o c h o n d r i a  ' f e r e  t h i n ,  l o n g  a n d  i r r e g u l a r  
i n  s h a p e  ( P l a t e  6 . 1 4 ) .  
A t  1  p p m  d i u r o n ,  e l e c t r o n  d e n s e  
b o d i e s ,  r e s Q U l b l i n g  t h e  g r a n u l e s  o f '  t h e  e y e - s p o t  c o u l d  
b e  s e e n  s c a t t e r e d  w i t h i n  t h e  c y t o p l a s m  ( P l a t e  6 . 1 6 ) .  
A t  2  p p m  d i u r o n  t h e  c e l l  s e c t i o n  s h o w e d  t w o  t o  
t h r e e  s m a l l  c h l o r o p l a s t s  ( F i g .  6 . 1 7 ) .  N o r e  a n d  
l a r g e r  c y t o l y s o m e s  w e r e  f ' o u n d  i n  t h e  c y t o p l a s m  
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( P l a t e " , 6 .  1 9 ,  2 0 ) .  
V e s i c l e s  b o u n d e d  b y  a  u n i t  m e m b r a n e ,  
c o n t a i n i n g  f a t  b o d i e s ,  m y e l i n  f i g u r e s  a n d  u n i t  m e m b r a n e s ,  
( P l a t e  6 . 1 8 )  s i m i l a r  t o  t h o s e  i d e n t i f i e d  a s  p h o s p h o l i p i d  
v e s i c l e s  b y  L e e d a l e  ( 1 9 6 5 a )  w e r e  a l s o  p r e s e n t .  
W i t h  
i n c r e a s i n g  d i u r o n  c o n c e n t r a t i o n s ,  c l e a r i n g  o f  t h e  
c y t o p l a s m i c  c o n t e n t s  b e c a m e  m o r e  p r o n o u n c e d ,  p r o b a b l y  
d u e  t o  a u t o l y s i s  i n  t h e  c y t o l y s o m e s .  L a r g e  b o d i e s  
c o m p o s e d  o f  c o n c e n t r i c  l a m e l l a e  a n d  l a r g e  l i p i d  b o d i e s  
a p p e a r e d  i n  t h e  s e c t i o n s  ( P l a t e  6 . 1 7 ) .  
T h e s e  b o d i e s  
w e r e  t h o u g h t  t o  b e  d e g e n e r a t e d  o r  i m p r o p e r l y  f o r m e d  
c h l o r o p l a s t s .  C o m p a r a b l e  s t r u c t u r e s  h a v e  b e e n  f o u n d  
b y  S i e g e s m n n d  e t  a l . ( 1 9 6 2 )  i n  s t a r v e d  c e l l s  o f  E u g l e n a .  
T h i n ,  b i z a r r e  s h a p e d  m i t o c h o n d r i a  w e r e  d i s t i n g u i s l m b l e  
( P l a t e  6 . 1 7 ) .  A t  5  p p m  a n d  1 0  p p m  d i u r o n  s m a l l  a n d  
b r o k e n  c h l o r o p l a s t s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  s e c t i o n s  ( P l a t e s  
6 . 2 1  a n d  6 . 2 2 ) .  A t  t h e  h i a h e s t  c o n c e n t r a t i o n  u s e d  
( 1 0  p p m ) ,  t h e  c y t o p l a s m i c  c o n t e n t s  h a d  b e e n  a l m o s t  
u s e d  u p  a n d  p a r t  o f  a  c y t o l y s o m e  v a c u o l e  c o u l d  s t i l l  
b e  o b s e r v e d  ( P l a t e  6 . 2 2 ) .  I t  w a s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  
t h a t  a l t h o u g h  a t  t h e  h i g h  d i u r o n  c o n c e n t r a t i o n s  t h e  
n u c l e a r  c o n t e n t  a p p e a r e d  d i f ' f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  n o r m a l  
c e l l s ,  t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e  a n d  p e l l i c l e  w e r e  a p p a r e n t l y  
n o t  a d v e r s e l y  a f f e c t e d .  A t  1 0  p p m ,  w h e n  m o s t  o f  t h e  
c o n t e n t s  o f  t h e  c e l l  a p p e a r e d  c o m p l e t e l y  d i s r u p t e d ,  
t h e  p e l l i c l e  s t i l l  r e t a i n e d  i t s  t y p i c a l  s c u l p t u r e d  
o r g a n i s a t i o n  a n d  t h e  n u c l e u s  i t s  u n b r o l < e n  n u c l e a r  
e n v e l o p e ,  
( P l a t e  6 . 2 2 ) .  
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6 . 4  D I S C U S S I O N  
I t  i s  c l e a r  t h a t  d i u r o n  i s  a n  e f f e c t i v e  i n h i b i t o r  
o f  g r o w t h  o f  E u g l e n a  g r m , n  a u t o t r o p h i c a l l y  i n  t h e  l i g h t  
( F
i
a .
2
) .  
T h e  a d d i t i o n  o f  0 . 5  p p l . l  d i u r o n  c a u s e s  a  
s h o r t  l a c  p e r i o d ,  b u t  i t  s e e l ! l s  t o  h a v e  l i t t l e  e f f e c t  
o n  t L l e  p a t t e r n  o f  E u e - l e n a  c r m ; t h ,  a l t h o u g h  i t  sli(~htly 
i n h i h i t s  t L l e  o p t i . ' : a l  l e v e l  o f  r ; r o w t L l  a c h i e v e d  i n  t h e  
c o n t r o l  c u l t u r e .  S c h i f f  e t  a l  ( 1 9 6 " r )  h a v e  s h m m  t h a t  
1 0  p '  ( 2 . ) )  P P 1 1 ' )  o f  d i u r o n  c o m p l e t e l y  i n l l i b i t e d  c a r b o n  
d i o x i d e  f i x a t i o n  i n  d a r k  g r o w n  r e s t i n g  c e l l s  o f  E u g l e n a  
" r a c i l i s  v a r  b a c i l l a r i s ,  i n c u b a t e d  i n  t L l e  l i g h t ,  b u t  
h a d  l i t t l e  e f f e c t  o n  c h l o r o p h y l l  f o r m a t i o n .  
A t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 1  J1~: ( 0 . 0 2 )  P P ! : l )  d i u r o n ,  C O
2  
f i x a t i o n  
" a s  i u h i b i t e d  a b o u t  9 5  p e r  c e n t .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  
0 . 5  p p m  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  i s  s u f f i c i e n t  t o  
i n h i b i t  p L l O t o s y n t h e t i c  C 0 2  f i x a t i o n ,  b u t  i s  i n a d e q u a t e  
t o  p r o d u c e  a  . , a r k e d  d i f f e r e n c e  i n  o p t i c a l  d e n s i t y  f r o l .  
t h a t  o f  t h e  c o n t r o l .  l I m , o v e r ,  t h e  f a i l u r e  t o  d e t e c t  
a  d i f f e r e n c e  b e b , e e n  n o r h . a l  a n d  t r e a t e d  c e l l s  I l I a y  b e  
d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t ,  a t  t h e  c h o s e n  w a v e l e n r r t h  ( 6 6 2  n u )  
f o r  t u r 1 J i d i t y  m e a s u r e m e n t s ,  a  d e c r e a s e  i n  c e l l  n u m b e r  
m a y  b e  c O f , l p e n s a  t e d  b y  a n  i n c r e a s e  i n  p i g m e n t  c o n t e n t  
p e r  r l .  o f  c u l t u r e .  
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I n  t h e  s e c o n d  e x p e r i m e n t  ( 6 . 3 )  t h e  e f f e c t s  o f  
d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  
s e p a r a t e l y  o n  c e l l  n u m b e r s  a n d  p i g m e n t  s y n t h e s i s .  
R e s p o n s e  o f  c h l o r e l l a  N l ' I  t o  t h e  1 0 ' 1 e r  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  d i u r o n  s h o w s  t h a t  c e l l  d i v i s i o n  i s  m o r e  s e n s i t i v e  
t o  t h e  h e r b i c i d e  t h a n  c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  ( F i g . 3 ) .  
A  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 0 5  p p m  o f  d i u r o n  ' 1 h i c h  d o e s  n o t  
a f f e c t  c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s ,  d e c r e a s e s  t h e  r a t e  o f  
c e l l  d i v i s i o n .  I t  m u s t  b e  n o t e d ,  h 0 \ 1 e v e r ,  t h a t  a t  
t h a t  c o n c e n t r a t i o n ,  s t o r a g e  m a t e r i a l ,  i n  t h e  f o r m  o f  
p a r a m y l o n  b o d i e s ,  i s  c o n s i d e r a b l y  d e p l e t e d  ( P l a t e  6 . 1 0 ) ,  
, . i  t h  r e g a r d  t o  t h . e  u n t r e a t e d  c u l t u r e  ( P l a t e  6 . 9 ) .  T h i s  
i s  i n  a g r e e m e n t  , ; i t h  t h e  b i o c h e m i c a l  f i n d j . n g  t h a t  d i u r o n  
b l o c ] { s  c a r b o n  d i o x i d e  f i x a t i o n ,  h e n c e  c a r b o h y d r a t e  
p r o d u c t i o n .  
I I m . e v e r ,  t h e  p r e s e n c e  o f  a  f e w  p a r a m y l o n  
b o d i e s  ( P l a t e  6 . 1 0 )  s u g g e s t s  t h a t  p h o t o s y n t h e s i s  i s  n o t  
c o m 1 ) l e t e l y  i n h i b i t e d  a t  t h a t  c o n c e n t r a t i o n  o f  d i u r o n .  
T l " l e  i n c r e a s e  o f  d i u r o n  t o  0 . 1  p j ) l > 1  r e s u l t s  
i n  
c o m j ) l e t e  i n h i b i t i o n  o f  c a r b o n  d i o x i d e  f i x a t i o n ,  
a s  
i n d i c a t e d  b y  t h e  a b s e n c e  o f  j ) a r a m y l o n  b o d i e s  i n  t h e  
c e l l  ( P l a t e  1 1 ) .  
T h e  d i f f e r e n t i a l  e f f e c t  o f  t h e  
h e r b i c i d e  o n  c e l l  d i v i s i o n  a n d  p i g m e n t  j ) r o d u c t i o n  i s  
m o r e  p r o n o u n c e d .  
C e l l  d i v i s i o n  i s  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d ,  
b u t  t o t a l  p i g m e n t  s y n t h e s i s  i s  u n a f f e c t e d ,  a  d o u b l i n g  
o f  p i g m e n t  c o n c e n t r a t i o n  p e r  c e l l  , . a s  o b s e r v e d  ( T a b l e  3 ) .  
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T l l l s  m a y  i m p l y  a  c e r t a i n  i n d e p e n d e n c e  o f  c h l o r o p h y l l  
p r o d u c t i o n  f r o m  c a r b o n  d i o x i d e  f i x a t i o n  f o r  a  s u p p l y  
o f  p r e c u r s o r s  a n d  e n e r g y  s o u r c e .  A l t h o u g h  a  d o u b l i n g  
o f  p i g m e n t  c o n c e n t r a t i o n  p e r  c e l l  i s  o b s e r v e d  ( T a b l e  7 ) ,  
m o r e  c h l o r o p h y l l  ' a '  i s  p r o c l u c e d  w i t h  r e l a t i o n  t o  
c h l o r o p h y l l  ' b ' ,  a n d  t h i s  i s  r e f l e c t e d  i n  t h e  v e r y  
h i g h  i n c r e a s e  i n  c h l o r o p h y l l  a : b  r a t i o  ( T a b l e  6 ) .  
T h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  f i n d i n G  ( S e c t i o n  5 . 2 . 3 )  
t l l a t  d i u r o n  p r e f e l ' e n t i a l l y  i n l ' l i b i t s  t h e  f o r n , a t i o n  o f  
c h l o r o p h y l l  b  i n  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  s y s t e m .  
A s  
d i s c u s s e d  e a r l i e r  ( S e c t i o n  [ ) . 2 . 4 )  t h i s  s h i f t  
•  
1 1 1 .  
c h l o r o p l l y l l  a : b  r a t i o  1 1 l a y  i l l l p a i r  t h e p r o p e r  f u n c t i o n i n g '  
o f  t h e  p h o t o s y n t h e t i c  u n i t ,  a n d  c a u s e  a  b r e a k d o w n  o f  
t h e  l a m e l l a e  o r r : a n i s a t i o n .  
I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  f i n d  t h a t  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  
o f  d i L t r o n ,  E u g l e n a  b e h a v e s  l i l < e  s O l n e  a n i t l l a l  c e l l s  i n  a  
p a t h o l o g i c a l  s i t u a t i o n .  A t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i u r o n  
w h i c h  i n h i b i t  c a r b o h y d r a t e  s y n t h e s i s ,  t h e  r e s e r v e  
m a t e r i a l  ( p a r a m Y l u m )  i s  r a p i d l y  l 1 I e t a b o l i s e d  a n d  u s e d  
1 ) y  t  h e  c e l l .  
A s  o u t s i d e  c a r 1 ) o n  b e c o m e s  u n a v a i l a b l e ,  
t h e  E u r ; l _ e n a  c e l l  m a l ( e s  u s e  o f  t h e  n o n - e s s e n t i a l  
c o r . l p o n e n t s  o f  i t s  c y t o p l a s l ' l  t o  m a i n t a i n  i t s  v i t a l  
b a s i c  l l l e t a b o l i c  p r o c e s s e s .  
I t  a p p e a r s  t h a t  t h i s  
i s  b r o u e ; h t  a b o n t  b y  i s o l a t i o n  o f  p a r t s  o f  t h e  c y t o p l a s l l l  
w i t h i n  m e m b r a n e - b o u n d  v a c u o l e s ,  c y t o l y s o m e s .  
S i m i l a r  
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r e s p o n s e s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n  a  n u m b e r  o f  t i s s u e s  
u n d e r  a  v a r i e t y  o f  p h y s i o l o g i c a l  a n d  p a t h o l o g i c a l  
c o n d i  t i o n s  ( A s h f ' o r d  a n d  p o r t e r ,  1 9 6 2 ;  B l u m  a n d  B u e t o l ' ,  
1 9 6 3 ;  D e  D u v e ,  1 9 6 3 ;  N o v i k o f f  a n d  E s s n e r ,  1 9 6 2 ;  
l " a l l < o f f  a n d  B u e t o w ,  1 9 6
1
f ) .  A p p a r e n t l y  d i g e s t i v e  
e n z y m e s  a p p e a r  w i t h i n  t h e s e  s t r u c t u r e s ,  a n d  b r e a l , d o w n  
o f  t h e  c o n t e n t s  b y  h y d r o l y s i s  o c c u r s  ( D r a n d e s ,  e t  a l ,  
1 9 6 4 ;  N o v i k o f f  a n d  E s s n e r ,  1 9 6 2 ;  E r i c k s o n  a n d  T r u m p ,  
1  9 6
1
f  )  •  
I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  c y t o l y s o m e s  
c a n  b e  i n t e r p r e t e d  a s  a  m e c h a n i s m  f o r  s u r v i v a l  o f  t h e  
E u g l e n a  c e l l  b y  u t i l i s a t i o n  o f  t h e  b r e a k d o w n  p r o d u c t s  
o f  c y t o p l a s m i c  c o n t e n t s .  A s  t h e  c o n t e n t s  o f  c y t o l y s o m e s  
u n d e r g o  p r o g r e s s i v e  d e g e n e r a t i o n ,  s m a l l  v e s i c l e s ,  m u l t i -
v e s i c u l a r  b o d i e s ,  u n i t  m e m b r a n e s  a n d  m y e l i n  f i g u r e s  
a r e  f o r m e d .  A t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s ,  t h e  t o x i c  e f f e c t s  
o f  d i u r o n  a r e  m o r e  s e v e r e ,  a n d  t h e  E u g l e n a  c e l l  r e s p o n d s  
b y  t h e  f o r m a t i o n  o f  m o r e  a n d  l a r g e r  c y t o l y s o m e s .  
D e g e n e r a t i o n  o f  c y t o p l a s m i c  c o n t e n t s  i s  r a p i d ,  r e s u l t i n g  
i n  d e a t h  o f  t h e  c e l l .  
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6 . 5  S u m m a r y  
1 .  C e l l  d i v i s i o n  o f  E u g l e n a  i s  m o r e  s e n s i t i v e  t h a n  
c h l o r o p h y l l  p r o d , - , c t i o ' l  t o  d i u r o n .  L o w  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  t h e  h e r b i c i d e  ( . 0 1  t o  . 1  p p r . . )  d o  n o t  a f f e c t  
c h l o r o p h y l l  p r o d u c t i o n ,  b l l t  ShOl~ a  d i f : f e r e n t i a l  
i ' l h i b i t o r y  a c t i o n  o n  t h e  L i o s y n t h e s i s  o : f  c h l o r o p h y l l  
' b ' ,  c a l l s i n g  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  c b . l o r o p l a s t  a  t o  b  
r a t i o .  
2 .  L i g h t  l l l i c r o s c o p y  ShOl~S t h . a t ,  a t  10\~ c o n c e n t r a t i o n s  
o f  d i l l r o n ,  g i a n t  c h l o r o p l a s t s  a r e  : f o r m e d .  H i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n s  p r o d n c e  a  r e d u c t i o n  i l l  n t l w b e r  a n d  s i z e  
o : f  t h e  c h l o r o p l a s t s .  
J .  I I I  e l e c t r o n  I n i c r o s c o p y ,  t h e  : f i r s t  n ' o r p h o l o g i c  
c h a n b " c  i s  t h e  d i s a p p e a r a n r . e  o f '  p a r a m y l u n ,  a n d  . f l l s i o n  
o f  n e i g h b o u r i n g  c h l o r o p l a s t s  i n t o  o d d - s l " l a [ J e d  g i a n t  
c h I O l . ' o p l a s t s .  
1 1 .  A t ;  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s ,  a r e a s  o f  c y t o p l a s m  
a r e  s e g r e . ; a t e d  b y  l i m i t i n g  m e m b r a n e s  t o  f o r m  c y t o -
l y s o m e s ,  
T h e  c h l o r o p l a s t s  a r e  r e d L l c o d  i n  s i z e ,  
t h e  l a r u e l l a  o r g a  r o s a  t i c n  i s  d i s r u p t e d ,  a n d  f i n a l l y  
t h e  c h l o r o p l a s t s  b r e a l <  d o " n .  
[ ; .  N u c l e a r  c h a n g e s  a r e  T l i r o m a l  a n d  t h e  p e l l i c l e  
s t i l l  r e t a i n s  i t s  s c u l p t u r e d  o r g a n i s a t i o n  a t  t l . "  
h i g h e s t  c o n c e n t r a t i o n  u s e d  ( 1 0  p p m ) .  
P l a t e  6 . 1  
P l a t e s  6 . 2  
a n d  6 . 3  
P l a t e  6 . 4  
P l a t e  6 . 5  
P l a t e  6 . 6  
P l a t e  6 . 7  
P l a t e  6  
U n t r e a t e d  E u g l e n a  g r o w n  p h o t o a u t o t r o p h i c a l l y  
f o r  4 8  h o u r s .  N o t e  n u m b e r  o f  p a r a m y l o n  
b o d i e s  ( a r r m . J )  \ . J i t h i n  t h e  c e l l .  
C e l l  t r e a t e d  , n t h  0 . 1  p p m .  d i u r o n  f o r  
f o r  4 8  h o u r s .  Arrm~'s i n d i c a t e  g i a n t  
c h l o r o p l a s t s .  N o t e  t h e i r  d i s t o r t e d  s h a p e s .  
C e l l  t r e a t e d  , d t h  0 . 5  p p m .  d i u r o n  f o r  
4 8  h o u r s .  A r r o w  i n d i c a t e s  g i a n t  c h . l o r o p l a s t .  
C e l l  t r e a t e d  ,~ith 2  p p m .  d i u r o n  f o r  
4 8  h o u r s .  N o t e  r o u n d  c h l o r o p l a s t s  a n d  
t h e i r  g r a n u l a r  a p p e a r a n c e .  
C e l l  t r e a t e d  N i t h  5  p p m .  d i u r o n  f o r  
4 8  h o u r s .  C h l o r o p l a s t s  a r e  s m a l l  a n d  
d e n s e  ( a r r o w s ) .  N o t e  p r e s e n c e  o f  
n u c l e u s  ,~i t h  n u c l e o l u s .  
C e l l  t r e a t e d  \ . J i t h  1 0  p p m .  d i u r o n  f o r  
4 8  h o u r s .  C h l o r o p l a s t s  a r e  v e r y  
s m a l l  a n d  d e n s e  ( a r r o \ . J s ) .  
K e v  t o  l a b e l l i n g  
C  -
~1 -
G  -
P y  -
P  -
R  -
C V  -
N  -
V  -
E  -
L y  -
C h l o r o p l a s t  
N i t o c h o n d r i a  
G o l g i  b o d y  
P y r e n o i d  
p a r a m y l o n  b o d y  
R e s e r v o i r  
C o n t r a c t i l e  v a c u o l e  
N u c l e u s  
V a c u o l e  
E y e s p o t  
l y s o s o m e  - l i k e  v a c u o l e  
P~ate 6 . 8  
l'~ate 6 . 9  
P~ate 6 . 1 0  
P~ate 6 . 1 1  
s e c t i o n  t h r o u g h  p a r t  o f  Eug~ena ce~~ 
f r o m  inocu~um. T h e  c~orop~ast c o n t a i n s  
1 2 - 1 6  "e~~ o r i e n t e d  ~ame~~ae. P y r e n o i d  
( P y )  " i  t h  a s s o c i a  t e d  paramy~on b o d i e s  ( p )  
i s  i n d i c a t e d .  Cytop~asm c o n t a i n s  
m i t o c h o n d r i a  ( y ) .  G~ut - 0 s 0 4 '  x  1 2 , 0 0 0 .  
s e c t i o n  o f  Eug~ena g r o w n  autotrophica~~y 
i n  ~ight f o r  4 8  h o u r s .  N o t e  ~arge n u m b e r  
o f  paramy~on h o d i e s  ( p )  i n  cytop~asm. 
G~ut - 0 s 0 4 '  x  1 2 , 0 0 0 .  
s e c t i o n  t h r o u g h  p a r t  o f  ce~~ t r e a t e d  
, d t h  0 . 0 5  p p m .  d i u r o n  i ' o r  4 8  h o u r s .  A  
g i a n t  a n d  a  norma~ c~orop~ast ( C )  a r e  
s e e n .  N o t e  a  g r e a t  r e d u c t i o n  i n  n u m b e r  
o f  paranry~on b o d i e s  a s  c o m p a r e d  t o  t h a t  
i n  t h e  c o n t r o l  ce~~. 
G~ut - 0 s 0 4 '  x  6 , 0 0 0  
(P~ate 6 . 9 ) .  
N i c r o g r a p h  s h o , . s  t h r e e  ce~~s f r o m  
cu~ture t r e a t e d  w i t l l  0 . 1  p p m .  d i u r o n .  
N o t e  p r e s e n c e  o f  b o t h  n o r m a l  a n d  l a r g e ,  
d i s t o r t e d  c~oroplasts ( C ) .  Vacuo~isation 
( V )  o f  c y t o p l a s m  i s  a p p a r e n t ,  a n d  sma .l~ 
vacuo~es ( L y )  c o n t a i n i n g  e l e c t r o n  d e n s e  
m a t e r i a l  c a n  b e  s e e n .  
G~ut. - 0 s 0 4 '  x  5 , 2 5 0  
P l a t e  6 . 1 2  
P l a t e  6 . 1 3  
P l a t e  6 . 1
1
1  
P l a t e  6 . 1 5  
s e c t i o n  t h r o u g h  p a r t  o f  c e l l  t r e a t e d  
w i t h  0 . 1  p p m .  t o  i l l u s t r a t e  e f f e c t  o f  
t h e  h e r h i c i d e  o n  c h l o r o p l a s t .  
N o t e  
d i s r u p t i o n  o f  o r i e n t a t i o n  o f  l a m e l l a e ,  
a n d  l a r g e  s t r o m a  s p a c e s .  C o n c e n t r a t i o n  
o f  c h l o r o p l a s t  r i b o s o m e s  ( C r )  i s  h i g h .  
Arro,~s i n d i c a t e  s m a l l  l y s o s o m e - l i k e  v a c u o l e s .  
G l u t . - O s 0
4
•  x  1 2 , 0 0 0 .  
s e c t i o n  t h r o u e h  p a r t  o f  a  c e l l  t r e a t e d  
w i t h  0 . 5  p p m .  d i u r o n .  A r r o w  i n d i c a t e s  
p o i n t  o f  f u s i o n  o f  t w o  c h l o r o p l a s t s .  
G l u t .  - 0 s 0 4 '  x  1 5 , 0 0 0 .  
} , i c r o g r a p h  s h o , v s  a  n u m b e r  o f  c e l l s  f r o m  
c u l t u r e  t r e a t e d  w i t h  O . G  p p ! n .  d i u r o n .  
N o t e  g r e a t c r  v a c u o l i s a t i o n  o f  c y t o p l a s m ,  
l a r g e  c y t o l y s o n J e - l i k e  v a c u o l e s  ( L y ) ,  
g i a n t  c h l o r o p l a s t s  ( C ) .  N u c l e u s  i s  
n o t  a f f e c t e d .  
G l u t . - 0 s 0 4 '  x  3 , 0 0 0  
C e l l  t r e a t e d  w i t h  O . G  p p m .  d i u r o n .  
N i c r o g r a p h  s h o w s  g i a n t  c h l o r o p l a s t  
, . r i t h  s e v e r a l  p y r e n o i d s  ( P y ) .  
G l u t . - O s 0
4
•  x  1 5 , 0 0 0 .  
P l a t e  6 . 1 6  
P l a t e  6 . 1 7  
P l a t e s  6 . 1 ' >  
6 . 1 9  
6 . 2 0  
P l a t e  6 . 2 1  
P l a t e  6 . 2 2  
C e l l  t r e a t e d  w i t h  1  p p m  d i u r o n .  
C h l o r o p l a s t s  a r e  s m a l l  a n d  l a m e l l a e  
a r e  n o t  w e l l - d e f i n e d .  s t r u c t u r e s  
w i t h  l a r g e  l i p i d  g l o b u l e s  a n d  v e r y  
f i n e  m e m b r a n e s  a r e  a p p a r e n t ,  a n d  
m a y  r e p r e s e n t  d e g e n e r a t e d  c h l o r o p l a s t s  
( a r r o w ) .  N o t e  t h e  p r e s e n c e  o f  s n a I l  
o s m i o p h i l i c  b o d i e s ,  r e s e m b l i n g  e y e - s p o t  
g r a n u l e s ,  s c a t t e r e d  , ; i  t h i n  t h e  c y t o p l a s m .  
G l u t - 0 s 0 4 '  
x  1 2 , 7 2 0  
C e l l  t r e a t e d  w i t h  2  p 1 ) t n  d i u r o n .  
C h l o r o p l a s t  w i t h  d e n s e l y  p a c k e d  
l a l 1 l e l l a e  ( 0 ) .  s t r u c t u r e s  , ; i  t h  
l a r g e  l i p i d  g l o b u l e s  a n d  f i n e  m e m b r a n e s  
a r e  s e e n  ( l a r g e  a r r o , ; ) .  A  n u m b e r  o f  
s n a I l  U l u l t i v e s i c u l a r  b o d i e s  a r e  a l s o  
p r e s e n t  ( s m a l l  a r r o w s ) .  
G l u t - °  0 ,  •  
S  1 . 1  
x  1 2 , 0 0 0  
s e c t i o n s  o f  c e l l  t r e a t e d  , ; i  t h  2  p p l l l  
d i u r o n .  C y t o l y s o U l e s  c o n t a i n i n g  m y e l i n  
f i g u r e s  ( 6 . 1 8 ) ,  f a t  b o d y  a n d  c o n c e n t r i c  
m e m b r a n e s  ( 6 . 1 9 )  a n d  I l l u l t i v e s i c u l a r  
b o d i e s  ( 6 . 2 0 ) .  
G l u t - 0 s 0 4 '  
x  5 2 , 5 0 0  
C e l l  t r e a t e d  w i t h  5  p p m  d i l l r o n .  O n l y  
a  f e w  c y t o l y s o O l e s  a r e  p r e s e n t .  T h e  
e m p t y  s p a c e s  ( v )  m a y  r e p r e s e n t  t r u e  
v a c u o l e s  a n d  c y t o i y s o m e s  i n  w h i c h  t h e  
v i s i b l e  c o n t e n t  h a s  b e e n  c o m p l e t e l y  
d i g e s t e d .  F e w  s m a l l  m i t o c h o n d r i a  a r e  
s e e n .  C h l o r o p l a s t s  a r e  i n  d e g e n e r a t i n g  
s t a g e s .  
G l u t - 0 s 0 4 '  x  7 , 6 5 0  
C e l l  t r e a t e d  \ ; i t h  1 0  p p m  d i u r o n .  A d v a n c e d  
s t a g e  o f  d e g e n e r a t i o n .  N o s t  o f  t h e  
s t r u c t u r e s  , ; i t h i n  t h e  c y t o p l a s m  h a v e  
d i s a p p e a r e d .  V e s t i g e s  o f  m i t o c h o n d r i a  
( a r r o w )  c a n  b e  s e e n .  
G l u t - 0 s 0 4 '  
x  1 5 , 0 0 0  
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CHAPl'ER 7 
EFFECTS OF A~JITROLE ON CHLORELLA NMI 
• 
7.1 Introduction 
Amitrole (J-amino-1,2,4-triazole) is highly toxic 
towards many species of plants and has received consider-
able attention because of its effectivenes.s as a herbicide. 
Several ~orkers, using different test organisms and 
different physiological and biochemical approaches, 
have speculated about its primary mode of action. 
Little positive information, ho,"ever, has been offered. 
Hich concentrations of amitrole strongly inhibit 
cell multiplication of a number of microorganisms 
(weyter and Broquist, 1960; Hilton, 1960; Aaronson, 
1960; Aaronson and scher, 1960; Bond and Akers, 1961; 
Wolf, 1962; Castelfranco and Bisalbutra, 1965). 
Inhibition of cell division is the same in the light 
and in the dark, but concentrations which cause complete 
chlorosis of Ochromonas sp. do not completely block 
cellular diVision (Aaronson and Scher, 1960). The 
toxicity of amitrole on gro,.,-th of yeast and bacteria 
can only be partly overcome by addition of histidine 
(Hilton, 1960; 11eyter and Broquist, 1960; Bond and 
Akers, 1961). A combination of histidine and adenine 
is required to reverse completely amitrole inhibition 
2 2 4  
( l f e y t e r  a n d  B r o q u i s t ,  1 9 6 0 ;  KloptOl~slci a n d  B a g d a s a r i a n ,  
1 9 6 6 ) .  F r o m  t h e s e  f i n d i n g s  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  
a m i t r o l e  i n t e r f e r e s  ,~ith p u r i n e  s y n t h e s i s .  S i n c e  t h e n  
n l o s t  o f  t h e  c u r r e n t  r e s e a r c h  o n  t o x i c  a c t i o n  o f  a m i t r o l e  
h a s  b e e n  f o c u s e d  o n  p u r i n e  m e t a b o l i s m ,  
F o r  t l 1 . e  p h o t o s y n t h e t i c  o r g a n i s m s ,  C h l o r e l l a  
p y r e n o i d o s a  a n d  S c e n e d e s r n u s  q u a d r i c a u d a ,  ho,~ever, 
t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  a m i t r o l o  i s  n o t  r e v e r s i b l e  
b y  t h e  a d d i t i o n  o f  h i s t i d i n e  ( 1 f o l f ,  1 9 6 2 ;  C a s t e l f r a n c o  
a n d  B i s a l p u t r a ,  1 9 6 5 ) .  F u r t h e r m o r e ,  a m i t r o l e  d o e s  n o t  
i n t e r f e r e  w i t h  h i s t i d i n e  s y n t h e s i s  o r  u t i l i z a t i o n  i n  
h i 3 " h e r  p l a n t s  ( N c l f h o r t e r  a n d  H i l  t o n ,  1 9 6 7 ;  B r o w n  a n d  
C a r t e r ,  1 9 6 8 ) ,  
I~cl{horter a n d  P o r t e r  ( 1 9 6 0 )  r e p o r t e d  t h a t  a m i  t r o l e  
i n t e r f e r e s  ' 1 i t h  c a r b o h y d r a t e  m e t a b o l i s m .  F r e d e r i c k  
a n d  G e n t i l e  ( 1 9 6 0 a )  s u g g e s t e d  a  p o s s i b l e  i n t e r f e r e n c e  
" i t h  g l y c o l y s i s .  F r o m  t h e i r  s t u d i e s  ' 1 i t h  b e a n  p l a n t s ,  
C a r t e r  a n d  N a y l o r  ( 1 9 6 1 )  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  p h y t o t o x i c i t y  
o f  a m i t r o l e  m a y  b e  i n  p a r t  d u e  t o  a n  i n t e r f e r e n c e  i n  t h e  
norn~l m e t a b o l i s m  o f  g l y c i n e  a n d  s e r i n e ,  A n  e f f e c t  
o n  n u c l e i c  a c i d s  c o n t e n t ,  a s  a  r e s u l t  o f  inter~erence 
w i t h  p u r i n e  s y n t h e s i s  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  b y  s o m e  
' f O r l < e r s ,  ( B a r t e l s  a n d  1 { o l f ,  1 9 6 5 ;  G u e r i n - D u m a r t r a i t ,  1 9 6 6 )  •  
T h e  a p p e a r a n c e  o f  c h l o r o t i c  l e a v e s  i n  n e w  s h o o t  
g r o l { t h  o f  p l a n t s  t r e a t e d  w i t h  a m i t r o l e  h a s  l e d  a  
n u m b e r  o f  w o r l < e r s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  m e c h a n i s m  o f  
t h i s  e f f e c t .  ( J > 1 i n t o n  e t  a l . ,  1 9 5 8 ;  P y f r o m  e t  a l . ,  
1 9 5 7 ;  W o l f ,  1 9 6 0 ;  G u e r i n - D u m a r t r a i t ,  1 9 6 0 ;  N g u y e n  
T h i ,  1 9 6 1 ;  G u i l l o t - S a l o m o n  a n d  S i g n o l ,  1 9 6 7 ) .  
p y f r o m  e t  a l .  ( 1 9 5 7 )  r e p o r t e d  t h a t  a m i t r o l e  d o e s  
n o t  a f f e c t  c h l o r o p h y l l  c o n t e n t  o f  m a t u r e  l e a v e s ,  b u t  
r e d u c e s  c h l o r o p h y l l  f o r m a t i o n  i n  n e w  g r o w t h ,  t h r o u g h  
i n t e r f e r e n c e  w i t h  d e v e l o p i n g  c b l o r o p l a s t s .  
F r o m  
2 2 5  
t h e s e  r e s u l t s ,  a n d  t h e  f i n d i n g s  o f  t h e  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s ,  
i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  c h l o r o s i s  o f  t h e  l e a v e s  i s  
t h e  r e s u l t  o f  i n h i b i t i o n  o f  c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  
r a t h e r  t h a n  t h e  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  p i g m e n t s .  
W o l f ,  ( 1 9 6 0 )  a n d  Nguyen~hi ( 1 9 6 1 )  h a v e  a l s o  
n o t e d  t h a t  a  r e d u c t i o n  i n  c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  i s  
a c c o m p a n i e d  b y  a  r e d u c t i o n  i n  c a r o t e n o i d  p i g m e n t  
s y n t h e s i s .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  e f f e c t s  o f  
a m i t r o l e  o n  c h l o r o p l a s t  p i g m e n t s  i s  s e c o n d a r y  t o  a n  
e f f e c t  u p o n  t h e  c b l o r o p l a s t  i t s e l f .  
R e c e n t l y  G u i l l o t - S a l o m o n  e t  a l .  ( 1 9 6 7 )  r e p o r t e d  
t h a t  i n  m a i z e  l e a v e s  a m i t r o l e  i n h i b i t e d  t h e  f o r m a t i o n  
o f  t h e  i n n e r  l a m e l l a r  s y s t e m  i n  c h l o r o p l a s t s  t h a t  
w e r e  n o t  d i f f e r e n t i a t e d  a t  t h e  t i m e  t h e  l e a v e s  w e r e  
t r e a t e d .  
I n  t h e s e  s t u d i e s ,  h o w e v e r ,  t w o  t y p e s  o f  
c h l o r o p l a s t s  w e r e  e n c o u n t e r e d  a n d  c o n c l u s i o n s  w e r e  
r e a c h e d  o n  t h e  e f f e c t  o f  a m i t r o l e  o n  c h l o r o p l a s t s  
w i t h  a  p r e d o m i n a n t l y  P h o t o s y s t e m  I I  a c t i v i t y .  
B a r t e l s  e t  a l .  ( 1 9 6 7 )  h a v e  s h o w n  t h a t  c h l o r o p l a s t s  
f r o m  p l a n t s  g r o w n  i n  l i g h t  a n d  t r e a t e d  w i t h  a m i t r o l e  
l a c k  f r a c t i o n  1  p r o t e i n  a n d  7 0  S  r i b o s o m e s .  T h e y  
a l s o  r e p o r t  t h a t  a m i t r o l e  d o e s  n o t  a f f e c t  c y t o p l a s m i c  
8 0  S  r i b o s o m e s  i n  e i t h e r  l i g h t  o r  d a r k n e s s .  
I n  v i e w  o f  t h e  v a r i o u s  w a y s  b y  w h i c h  a m i t r o l e  
m a y  c a u s e  i n h i b i t i o n  o f  g r o w t h  a n d  d e a t h  o f  c e l l s  
a n d  p l a n t s ,  a n d  m o r e  p a r t i c u l a r l y  i t s  a c t i o n  o n  
p h o t o s y n t h e t i c  c e l l s ,  i t  i s  t h o u g h t  i n t e r e s t i n g  t o  
s t u d y  t h e  a c t i o n  o f  t h e  h e r b i c i d e  o n  a  u n i c e l l u l a r  
a l g a .  
M o s t  o f  t h e  p r e v i o u s  i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  b e e n  
c a r r i e d  o u t  w i t h  f a i r l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a m i t r o l e  
r a n g i n g  f r o m  1 0  t o  1 0 0 0  p p m .  A s  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  
w i l l  b e  r a r e l y  e n c o u n t e r e d  i n  p r a c t i c a l  h e r b i c i d e  
a p p l i c a t i o n s ,  l o w  c o n c e n t r a t i o n s ,  c o m p a r a b l e  t o  f i e l d  
l e v e l s  ( 1  t o  5  p p m )  h a v e  b e e n  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  
i n v e s t i g a t i o n .  S u c h  c o n c e n t r a t i o n s  w o u l d  a l s o  r e d u c e  
t h e  l i k e l i h o o d  o f  d e t e c t i n g  s e c o n d a r y  e f f e c " c s  o f  t h e  
h e r b i c i d e .  
I n  t h i s  stud~, t h e  e f f e c t s  o f  a m i t r o l e  
2 2 6  
2 2 7  
o n  u l t r a s t r u c t u r e  a n d  p i g m e n t  s y n t h e s i s  o f  C h l o r e l l a  N } U  
h a v e  b e e n  e x a m i n e d .  
7 . 2  
} m t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  
C h l o r e l l a  N } U  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  i n  l o g a r i t h m i c  
p h a s e  o f  g r o w t h  f r o m  a  s y n c h r o n o u s  c u l t u r e ,  w a s h e d  o n c e  
i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  m e d i u m .  
I n o c u l a t e d  m e d i u m  w a s  d i s p e n s e d  i n  E r l e n m e y e r  f l a s k s  
a n d  t r e a t e d  w i t h  a m i t r o l e  a t  t h e  f o l l o w i n g  c o n c e n t r a t i o n s :  
0 ,  1  a n d  5  p p m .  
T h e  f l a s k s  , . e r e  i l l u m i n a t e d  w i t h  
t , . o  1 5 0 - w a t t s  i n c a n d e s c e n t  l a m p s ,  a n d  a  s t r e a m  o f  a i r  
e n r i c h e d  t o  5~ C O
2  
w a s  f l u s h e d  t h r o u g h  t h e  c u l t u r e s  
d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d .  T h e  t e m p e r a t u r e  o f  
i n c u b a  t i o n  w a s  
o  
2 6  +  1  C .  
-
S a m p l e s  w e r e  r e m o v e d  a t  
i n t e r v a l s ,  ( a )  f o r  p i g m e n t  e s t i m a t i O n s ,  ( b )  c e l l  c o u n t  
a n d  ( c )  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  a s  i n  S e c t i o n  2 .  
7 . 3  
R e s u l t s  
C e l . l .  d i v i s i o n  
D a t a  t a k e n  a f t e r  4 5  h o u r s  s h o w e d  t h a t  a m i t r o l e  
( 1  p p m )  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  a l g a l  c e l l s .  A f t e r  1 0 0  
h o u r s ,  h o w e v e r ,  a  s l i g h t  r e d u c t i o n  i n  c e l l .  n u m b e r  w a s  
n o t e d .  A  c o n c e n t r a t i o n  o f  5  p p m  o f  a m i t r o l e  m a r k e d l y  
r e d u c e d  r a t e  o f  c e l l  d i v i s i o n ,  a n d  a l t h o u g h  i n h i b i t i o n  
228 
was apparently relieved, fewer cells with regard to 
the untreated culture were found in the treated culture 
after 100 hours . 
(Table &,). 
Photosynthetic pigments. 
, 
The action of the 
herbicide on synthesis of chlorophyll and carotenoids 
of the alga was also studied by determination of pigment 
concentrations after 45 and 100 hours. Table 
summarises the results. The amount of chlorophyll 
produced in 45 hours by the treated culture was reduced 
by nearly 29% at 1 ppm and 43% at 5 ppm with regard to 
the control. Thus after 45 hours, there was an excess 
of 0 . 82 mg o~ total chlorophyll in 1 nu of the control 
culture and only an excess of 0.58 mg/ml and 0.47 mg/ml 
in cultures at 1 ppm and 5 ppm respectively, with regard 
to the inoculum. The rate of carotenoid synthesis 
was decreased by 42% at 1 ppm and 451> at 5 ppm of 
amitrole (Table q). After 100 hours, the inhibitory 
effects of amitrole on chlorophyll production were 
completely lifted. It was noted ~hat no shifts 
• 1n 
Chl a: Chl b ratio occurred with 1 ppm amitrole. 
amitrole . 
However, after 45 hours, 5 ppm/causea an 1ncrease in 
the chlorophyll a/chlorophyll b ratio, indicating a 
preferential reduction of chlorophyll b. 
T a b l . e  g .  
A m i t r o l . e  
( p p m )  
o  
1  
5  
c o n e .  
2 2 9  
E f f e c t s  o f  a m i t r o l . e  o n  c e l . l .  d i v i s i o n  
a n d  p h o t o s y n t h e t i c  p i g m e n t s  i n  
C h l . o r e l . l . a  N M I  
T i m e  
( h o u r s )  
o  
4 5  
1 0 0  
o  
4 5  
1 0 0  
o  
4 5  
1 0 0  
N o . o f  c e l . l . s l  
m l . . o f
6
C U l . t u r e  
( x l 0  )  
1 . 5 2  
1 0 . 8 0  
2 6 . 1 0  
1 . 5 2  
1 0 . 1 0  
2 0 . 7 0  
1 . 5 2  
6 . 4 3  
1 6 . 5 0  
T o t a l .  C h l . . 1  
m l . . o f
4
C U l . t u r e  
( x l  < 5  g )  
3 . 5  
1 1 . 7  
1 1  . 3  
3 . 5  
9 . 3  
1 1 . 5  
3 · 5  
8 . 2  
1 1  •  1  
R a t i o  
C h l . . a  
C h l . . b  
2 . 6 8  
1 . 9 5  
2 . 1 8  
2 . 6 8  
1 . 9 4  
2 . 1 6  
2 . 6 8  
2 . 1 5  
2 . 1 9  
T a b l . e  q  
A m i  t r o l e  c o n c .  
( p p m )  
o  
1  
5  
2 3 0  
E f f e c t s  o f  a m i t r o l . e  o n  c h ] . o r o p h y l l  
a n d  c a r o t e n o i d  p i g m e n t s  a f t e r  4 5  h o u r  
i n c u b a t i o n  
P e r c e n t  r e d u c t i o n  
o f  c h l o r o p h y l l  
s y n t h e s i s  
o  
2 9  
4 3  
P e r c e n t  r e d u c t i o n  
o f  c a r o t e n o i d  
s y n t h e s i s  
o  
4 2  
4 5  
L i g h t  ~licroscopy 
L i g h t  m i c r o s c o p e  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  5  p p m  a m i t r o l e  
t r e a t e d  c u l t u r e s  a f t e r  4 5  h o u r s  sho~ed t h e  p r e s e n c e  o f  
a  f e w  e n l a r g e d  c e l l s ,  m o s t l y  i n  t h e  d i v i s i o n  s t a g e .  
I t  ~as o b s e r v e d  t h a t  i n  t h e s e  d i v i d i n g  c e l l s ,  t h e  
d a u g h t e r  c e l l s  i n c r e a s e d  i n  v o l u m e  w i t h i n  t h e  m o t h e r  
c e l l s .  
T h e y  p r o b a b l y  r e p r e s e n t  a  s t a g e  , . h e r e  t h e  
m o t h e r  c e l l  h a d  p r o d u c e d  d a u g h t e r  c e l l s  ~hich, ho~ever, 
w e r e  n o t  l i b e r a t e d  b u t  r e m a i n e d  g r o u p e d  t o g e t h e r .  
2 3 1  
2 3 2  
E l e c t r o n  m , i c r o s c , o p Y  
P l a t e  7 . 1  r e p r e s e n t s  a  s e c t i o n  o f  a  c e l l  f r o m  t h e  
u n t r e a t e d  c u l t u r e  a f t e r  4 5  h o u r s .  
T h e  b a s i c  s t r u c t u r e s  
w e r e  s i m i l " , r  t o  t h o s e  o f  a  n o r m a l  c e l l  a s  d e s c r i b e d  i n  
S e c t i o n  4 . . 1 .  
I n  [ i e n e r a l ,  c e l l s  t r e a t e d  w i  t h  1  p p m  a m i  t r o l e  
w e r e  a n p a r e n t l y  u n a f f e c t e d .  
T i l e  i n t e r n e  1  l a m e l l a r  s y s t e m  
o f  t h e  c h l o r o r h , s t  c o n t a i n e d  w e l l  o r i e n t e d  b a n d s  o f  
t h y l a l c o i d s ,  T h e  p y r e n o i d  w a s  s u r r o u n d e d  b y  a  s h e a t h  o f  
s  I : ; a r c h .  H o w e v e r ,  s o m e  c e l l s  h~,d a  n u m b e r  o f  s m a l l  l i p i d  
b o d i e s  i n  t h e  c h l o r o  ) L , s t ,  v a c u o l e s ,  m p m b r a n , q s ,  a n d  m e m b r a n e  
b o u n d  b o d i e s  V i i  t h  a  l l O l U o , : e n e o u s l y  f i n e  g r a n u l a r  I U l t r i x ,  i n  
t h e  c y t o p l t . . . s m  ( P l d e s  7 . 2  a n d  7 . 3 ) .  T h e s e  s t r u c t u r e s  w e r e  
r " , r e l y  f o u n d  i n  n o r m a l  C h l o r e l l a  m r r  c e l l s .  
C e l l  d i v i s i o n  
a O l l e o , r e d  t o  b e  i n s e n s i  t i  v e  t o  t h i s  a m i  t r o l e  c o n c e n t r a t i o n .  
,  ,  
( P l a t e  7 . 4 ) .  
I n  c o n t r ' , s t ,  a t  5  p p m  a m i  t r o l e ,  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  
t h y l a k o i d s  p e r  c l 1 l o r o p l a s t  w a s  m a r k e d l y  r e d u c e d ,  a n d  t h e  
o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  c h l o r O l l l a s t  l a m e l l a e  w a s  s e v e r e l y  
d i s r u p t e d .  
V a c l 1 0 l e s  v / e r e  p r e s e n t  i n  t h e  c y t o p l a s m .  
' [ , h e  m i t o c h o n d r i a  w e r e  l o c a t e d  a r o u n d  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  
c e l l s ,  a n  i n  n o r m a l  u n t r e a t e d  y o u n g  c e l l s  ( P l a t e  4 . 1 . 2 ) .  
A l t h o u " h  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  m i t o c h o n d r i a  a p p e a r e d  
u n a f f e c t e d ,  t h e r e  V I a s  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  n u m b e r  o f  c r i s t a e .  
( P l a t e s  7 . ~,6 a n d  7 ) .  
T h e s e  m i c r o g r a p h s  a l s o  s h o w e d  a  
r . J G . r k E d  r e d u c t i o n  i n  c h l o r o l l l a s t i c  r i b o s o m e s ,  w h i l e  c y t o p l a s m i c  
1 ' i  b o s o m e s  c o u l d  s t i l l  b e  f o u n d  i n  l , . r g e  n u m b e r s .  
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D N A  f i b r i l s  w e r e  c l e a r l y  d i s t i n g u i s h e d  w i t h i n  t h e  c h l o r o p l a s t ,  
P l a t e  7 , 7  s h o w e d  t h e  p r e s e n c e  o f  s m a l l  v e s i c l e s  a n d  m u l t i -
v e s i c u l a r  b o d i e s ,  w h i c h  m i g h t  r e p r e s e n t  s m a l l  c y t o l o s o m e s ,  
a s  d e s c r i b e d  i n  E u ; l e n a  c e l l s  a f t e r  t r e a t m e n t  , r i t h  d i u r o n  
( S e c t i o n  6 ) ,  T o  s u p p l e m e n t  t h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  c e l l s  f r o m  
t h e  c u l t u r e  w e r e  p r e - f i x e d  w i t h  g l u t a r a l d e h y d e  f o l l o w e d  b y  
p o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e ,  P l a t e  7 . 1 0  c o n f i r m e d  t h e  m a r k e d  
c h a n g c s  i n  o r g a n i z a t i o n  o f  c h l o r o p l a s t  l a m e l l a e ,  a n d  t h e  
r e d u c t i o n  i n  n u m b e r  o f  m i t o c h o n d r i a l  c r i s t a e  o b s e r v e d  i n  
t h e  g l u t a r a l d e h y d e  - o s m i u m  f i x e d  c e l l s .  
P l a t e s  7 ,  8 ,  9  
a n d  1 0  a l s o  s h o w e d  t h e  m a r k e d  r e d u c t i o n  i n  t h y l a k o i d s ,  
h y p e r t r o p h y  o f  t h e  G o l g i  b o d y ,  v a c u o l e  i n  t h e  c y t o p l a s m ,  a n d  
t h e  p r e s e n c e  o f  s t a r c h  a . r o u n d  t h e  p y r e n o i d ,  I t  w a s  f u r t h e r  
o b s e r v e d  t h a t  t h e  p r o c e s s  o f  c e l l  d i v i s i o n  s e e m e d  t o  b e  
a f f e c t e d  b y  t r e a t m e n t  w i t h  5  p p m  a m i t r o l e  ( P l a t e  7 . 1 1 , ) .  
T h e  r e d u c t i o n  i n  c e l l  n u m b e r  ( T a b l e  8 )  c o u l d  b e  p a r t l y  d u e  
t o  a  r e d u c e d  n u m b e r  o f  a u t o s p o r e s ,  
A f t e r  1 0 0  h o u r s ,  t h e  f i n e  s t r u c t u r e  o f  t h e  1  p p m  
a m i t r o l e  t r e a t e d  c e l l  h a d  a s s u m e d  a  n o r m a l  a p p e a . r a n c e .  
T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  c e l l  n u m b e r  a n d  p i g m e n t  
e s t i m a t i o n ,  w h i c h  i n d i c a t e d  c o m p l e t e  r e c o v e r y  o f  t h e  c e l l s  
f r o m  t h e  h e r b i c i d e  t o x i c i t y  ( T a b l e  8  ) .  A l  t h o u g h  m o s t  o f  
t h e  c e l l s  i n  t h e  5  p p m  a m i L r o l e  - t r e a t e d  c u l t u r e s  a . p p e a r e d  
u n a f f e c t e d ,  a  f e w  c e l l s  w e r e  s e e n  s h o w i n 8  s e v e r e  d i s o r g a n i -
z a t i o n  o f  i n t e r n a l  s t r u c t u r e s ,  ( P l a t e  7 . 1 2 ) ,  
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7 . 4  D i s c u s s i o n  
-
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  c e l l  n u m b e r  a n d  u i g m e n t  
e s t i m a t i o n s  o f  C h l o r e l l a  N M I  t r e a t e d  w i t h  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  
- -
o f  a m i t r o l e ,  ' m d  e x a m i n c t i o n  o f  t h e  u l t r a s t u c t u r a l  c h a n ' : e s  
i n d u c e d  b y  t h e  h e r b i c i d e  a t  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  s u g , g e s t  
c e r t a i n  c o n c l u s i o n s .  
A t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1  p p m  a m i t r o l e ,  c e l l  d i v i s i o n  
( T a b l e  8  )  m i t o c h o n d r i a  a n d  n h o t o s y n t h e t i c  a n u a r a t u B  o f  
C h l o r e l l a  N M I  d o  n o t  a p p e a . r  t o  b e  a f f e c t e d  u f t e r  4 5  h o u r s .  
P i g m e n t  e s t i m a t i o n ,  h o w e v e r ,  S l 1 0 W S  a  d e c r e a s e  i n  c h l o r o h y l l  
a n d  c a r o t e n o i d ,  i n d i c a t i n g  t h a t  I U l l o n ! , ;  t h e  c e l l u l a r  c o m n o n e n t s ,  
c h l o r o n l a s t  n i l ' m e n t s  a p n e c ' T  t o  b e  t h e  f i r s t  a f f e c t e d  b y  
a m i  t r o l e .  S e v e r e  d i s o r g a n i z a t i o n  a n d  r e d u c t i o n  i n  t h e  
n u m b e r  o f  t h y l a k o i d s  o f  t h e  l a m e l l a r  s y s t e m  o n l y  o c c u r  i n  
t h e  n r e s e n c e  o f  a  h i g h e r  a m i  t r o l e  c o n c e n t r a t i o n  ( 5  p p m ) ,  
s u g g e s t i n f \  t l l a t  t h e  e f f e c t  o f  a m i  t r o l e  o n  c h l o r o p l a s t  
s t r u c t u r e  i s  p r o b a b l y  s e c o n d a r y  t o  t h e  e f f e c t  o n  t h e  p i g m e n t s .  
F r o m  s t u d i e s  o n  t h e  e f f e c t s  o f  a m i t r o l e  i n  p l a n t s  
-
~nd a l g a e  i n  r e c e n t  y e a r s ,  d i f f e r e n t  c o n c l u s i o n s  h a v e  b e e n  
r e a c h e d  o n  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  p r i m a r y  tar~et o f  
a m i t r o l e  t o x i c i t y .  
W o l f  ( 1 9 6 0 )  f O l m d  t h a t  a m i  t r o l e  h ' - d  a  
s i m i L , r  i n f l u e n c e  o n  t h e  l e v e l s  o f  b o t h  c a r o t e n o i d s  o n d  
c h l o r o p h y l l s  i n  w h e a t  l e a v e s  a n d  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  e f f e c t s  
o f  a m i t r o l e  o n  c h l o r o p l a s t  p i g m e n t s  w e r e  s e c o n d a r y  t o  a n  
e f f e c t  u p o n  t h e  c h l o r o p l a s t .  A  s i m i l a r  c o n c l u s i o n  w a s  
r e a c h e d  b y  N g u y e n - T h i  ( 1 9 6 1 )  w i t h  r i c e  s e e d l i n p s .  
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G u e r i n - D w n a . r t r a i t ,  u s i n g  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a m i t r o l e  
( 2 5  t o  1 0 0 0  p p m ) ,  c o n c l u d e d  t h a t  i n  O h l o r e l l a  N M I  i n b i b i t i o n  
o f  R N A  w a s  t h e  p r i m a . r y  e f f e c t  o f  a m i t r o l e .  B m ' n s  e t  a l  
( 1 9 7 1 1 )  p r o p o s e d  t h a t  i n  w h e a t  t h e  p r i m a r y  e f f e c t  o f  a m i t r o l e  
w a s  t h e  i n h i b i t i o n  o f  c a r o t e n o i d  s y n t h e s i s .  
I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  w h e r e  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
a m i t r o l e  h a v e  b e e n  u s e d  t o  m i n i m i s e  t h e  l i k e l i h o o d  o f  
s e c o n d a r y  e f f e c t s ,  t h e  d a t a  s h o w  t h a t  a t  1  p p m ,  a m i t r o l e  
a c t s  r a p i d l y  o n  t h e  s y n t h e s i s  o f  c a r o t e n o i d s  ( 4 2 %  r e d u c t i o n )  
a n d  s l o w l y  o n  c h l o r o p h y l l  s y n t h e s i s  ( 2 9 %  r e d u c t i o n ) ;  b u t  
a t  5  p p m ,  t h e  r a t e  o f  i n h i b i t i o n  o f  c h l o r o p h y l l  a n d  c a r o t e n o i d  
p r o d u c t i o n  i s  n e , . r l y  t h e  s a m e .  
T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  
c a r o t e n o i d  s y n t h e S i S  a p p e a r s  t o  b e  t h e  p r i m a r y  t a r g e t  o f  
a m i t r o l e  t o x i C i t y .  T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  c o n c l u s i o n  
r e a c h e d  b y  B u r n s  e , t  a l  ( 1 9 7 1 ) .  
T h e  r e d u c t i o n  o f  c a r o t e n o i d s  u t  l o l ' !  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  a m i  t r o l e  r e n d e r s  t h e  c h l o r o p h y l l  p i g m e n t s  s u s c e p t i b l e  
t o  p h o t o o x i d a t i o n ,  a s  i t  i s  k n o w n  t h a t  c a r o t e n o i d s  p r o t e c t  
c h l o r o p h y l  f r o m  p h o t o d e s t r u c t i o n  ( K r i n s k y ,  1 9 6 7 ) .  
T h e  s e c o n d a r y  p r o d u c t  o f  c h l o r o p h y l l  d e s t r u c t i o n  b y  l i g h t  
m a y  a c t  o n  t h e  c h l o r o p l a s t  D N A  a n d  d e s t r o y  o r  a l t e r  i t s  
g e n e t i c  p r o p e r t i e s .  
T h i s  asst~ption i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  
w o r k  0 . : "  L e f f  a n d  K r i n s k y  ( 1 9 6 7 ) ,  w h o  r e p o r t e d  t h a t  t h e  
p h o t o o x i d i s e d  c h l o r o p h y l l  m o l e c u l e  m a y  f u n c t i o n  a s  a  
p h o t o s e n s i t i s e I '  w i n c h  r e a c t s  w i t h  c h l o r o p l a s t  D N A ,  r e s u l t i n g  
i n  a  g e n e t i c  a l t e r a t i o n .  
T h e  c l o s e  p r o x i m i t y  o f  
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c h l o r o p h y l l  m o l e c u l e s ,  w h i c h  a r e  c o n f i n e d  i n  t h e  l a m e l l a e ,  
a n d  t h e  D N A  f i b r i l s  w h i c h  a r e  a t t a c h e d  t o  t h e  l a m e l l a r  
membr~es ( S e c t i o n  4 . 1 )  m a y  a c c o u n t  f o r  t h e  r a p i d  e f f e c t  o f  
p h o t o o x i d i s e d  c h l o r o p h y l l  o n  t h e  D N A  m o l e c u l e s ,  
A n y  g e n e t i c  a l t e r a t i o n  i n  c h l o r o p l a . s t  D N A  w o u l d  a f f e c t  
p r o d L w t i o n  o f  r i  b o s o m l l . l  R N A ,  a s  b i o c h e m i c a l  e v i d e n c e  s t r o n l ! l y  
s U i ' > ' e s t s  t h a t  t h e  c h l o r o p l a s t  D N A  m a y  c o d e  f o r  t h e  f o r m a t i o n  
o f  r i b o s o m a l  R N A  ( B r a w e r m a n ,  1 9 6 6 ;  K i r k ,  1 9 6 6 ;  A o k i  a n d  H a s e ,  
1 9 6 7 ;  S c o t t  a n d  S m i l l i e ,  1 9 6 8 ) .  I n h i b i t i o n  o f  f o r m a t i o n  
o f  c h l o r o o l a s t  r i b o s o m e s  w o u l d  b l o c k  t h e  s y n t h e s i s  o f  
c l l 1 0 r o n l a s t  e n z y m e s ,  L m d  p o s s i b l y  l e a d  t o  i n h i b i t i o n  o f  
c h l o r o p l a s t  p r o t e i n s ,  i n v o l v e d  i n  m e m b r a n e  s t r u c t u J ' e ,  r e s u l t i n l ' "  
i n  d i s r u n t i o n  o f  t h e  l l m e l l ' l . r  s y s t e m ,  
T h e  a b o v e  s u , w e s t i o n  
i s  s t r o n G l y  s L J _ p p o r t e d  b y  t h e  u l t r a s t r u c t u r a l  e v i d e n c e  w h i c h  
s h m ' l s  t h a t ,  0 . 1  t i 1 . o u " h  t h e  c h l o r o p l a s t  l = e l l l . 1 '  s y s t e m  i s  
s e v e r e l y  disOl'~anised a n d  r e d u c e d  i n  s i  , e ,  D N A  f i b r i l s  c a n  
s t i l l  b e  o b s e r v e d ,  a n d  v / h i l e  t f J . e  c o n c e n - : r a t i o n  o f  c h l o r O l l l ' 3 . s t i c  
r i b o s o m e s  i s  c o n s i d e r a b l ; r  r e d u c e d ,  c y t o p l a s m i c  r i b o s o m e s  c a n  
s t i l l  b e  f o u n d  i n  l a r ' ; e  n u m b e r s  ( P l a t e s  7 . 5 ,  6  " l 1 d  7 ) ,  
T h i s  i s  i n  ' L c c o r d  V i i  t h  t h e  i ' i n d i n , - t h a t  a m i t r o l e  i n h i b i ' l ; s  t h e  
-
s y n t h e s i s  o f  c h l o r o p l a s t  r i b o s o m a l  R I l A  b u t  d o e s  n o t  a f f e c t  
c v t o p l a s m i c  8 0  s  r i b o s o m e s  i n  p l a n t s ,  
' .  - -
( B a r t e l s  e t  0 . 1 ,  1 9 6 7 ) ,  
- - - -
T h e  r J r e s e n c e  o f  s t 8 r c h  " r o u n d  t h e  p y r e n o i d  i n  c e l l s  
t r e a t e d  w i t h  5  p p m  a m i i ; r o l e  ( P l u t e  7 0 8 )  m a y  i n d i c a t e  a n  
i n h i b i t i o n  o f  c a t a b o l i c  e n z y m e s ,  - p o s s i b l y  d u e  t o  i n t e r f e r e n c e  
w i t h  f o r m a t i o n  o f  c h l o r o p l a s t  r i b o s o m e s  b y  a m i t r o l e .  
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T ' u . s  s U 6 c ' e s t i o n  r - a i n s  s u p p o r t  f r o m  t h e  w o r k  0 1 '  r , l c ' . ' l l : : . o " t e r  
u l l d  P o r t e r  ( 1 9 6 0 )  V l h o  f o u n d  t h a t  a m i  t r o l e  i n t  e r f e r e s  ' a i  t h  
c a r b o h y d r a t e  n e t a b o l i s m .  
T h e  r e d u c t i o n  i n  n u m b e r  o~ c r i s t ' l e  i n  t h e  
n i  t o c t l o n c i " : : ' a  n a y  i n d i c a t e  a n  i n h i b i t i o n  b y  : 1 . 1 ; i  t r o l e  o f  
o r o t e i n s  e s s  m t i a l  , ; , o r  t h e  f o : : : o m a t i . o n  o f  f u n c t i o n , l l  c " i s t a e ,  
r " s u l t i n  i n  u n  i n h i b i t i o n  o f  n i  t o c h o n d r i a l  " , d e n o s i n e  
t r i  J l o s p h u t e  ( A T r )  " r o d u c t i o n .  
T i ' , i s  V l o u l d  , ' I T t l y  b e  
r e s , l O n s i t 1 e  f o r  t h e  d e c r e a s e  i n  ; r o \ ' J t h  r a t e  o f  C h l o l ' e 1 1 a  
- - -
c - 1 1 "  o b s e r v e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  5  p p m  a m i t r o l e  ( T a b l ,  8  ) .  
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7 . 5  S u m m a r y  
1 .  A  c o n c e n t r a t i o n  o f '  1  p p m  a m i t r o l e  h a s  n o  a f f e c t  
o n  c e l l  d i v i s i o n ,  b u t  c a u s e s  4 2 'i b  r e d u c t i o n  o f '  c a r o t e n o i d  
a n d  o n l y  29;~ r e d u c t i o n  o f  c h l o r o p h y l l  a f t e r  4 5  h o u r s ,  
i n d i c a t i n g  t h a t  s y n t h e s i s  i s  t h e  p r i m a r y  t a r g e t  o f  
a l " i t r o l e  t o x i c i t y .  
2 .  5  P P ' "  a m i t r o l e  r e d u c e s  n l l l l l b e r  o f  t h y l a k o i d s  
i n  t h e  c l l l o r o p l a s e ,  a n d  c a l l s e s  s e v e r e  d i s r l l P t i o n  
o : f  l a r . l e l l a e  o r g a n i s a t i o n  a : f e e r  4 u  h o u r s .  
3 .  T h e  r e s u l t s  s u g g e s t  a  s e c o n d a r y  e f ' : f e c t  o n  
c h l o r o p l a s t  D N A  h y  p h o t o - o x i d i s e d  c h l o r o p h y l l ,  l d t h  
s u b s e q u e n t  i n h i b i t i o n  o f  c l l l o r o p l a s t  p r o t e i n s .  
PLATE 7 
Key to labeling 
Plate 7.1 
Plate 7.2 
G 
N 
L 
r 
R 
S 
19 
P 
F 
C 
CW 
CM 
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
Golgi body 
nucleus 
chloroplast lamellae 
chloroplast ribosomes 
cytoplasmic ribosomes 
starch 
lipid globules 
pyrenoid 
division furrow 
chloroplast 
cell wall 
cytoplasmic membrane 
45 - hour light control cell. This 
micrograph illustrates the normal organisation 
of chloroplast "bhylakoids in bands of 2 - 6. 
Concentration of chloroplast (r) and cytoplas-
mic ribosomes (R) is high. Note small 
mitochondria (M) at the periphery of the cell. 
Glut - Os04' x 48,000 
Chlorella NMI after treatment with 1 ppm 
amitrole for 45 hours. Chloroplast contains 
'grana - like' stacks of thylakoids as in 
control cell. (Plate 7.1) Note bodies (Y) 
in cytoplasm and small lipid globules (lg) 
in the chloroplast, 
Glut - Os04' x 60,000 
Plate 7. 3 
Plate 7 . 4 
Plates 7. 5 
7 . 6 
and 7 . 7 
Plate 7 . 8 
PLATE 7 
Chlorella NMI after treatment with 
1 ppm amitrole for 45 hours . 
Vacuole (V) in the cytoplasm. 
Arrows indicate membranes . 
Glut - Os04 ' x 60 , 000 
45 hr-light,amitrole (1 ppm) -
treated chlorella cell. 
Photomicrograph represents a 
cell after the first complete 
cytoplasmic division. 
Note Golgi bodies (G) have completed 
second division. 
Glut - Os04 ' x 60 , 000 
Chlorella NMI after treatment with 
5 ppm Amitrole for 45 hours. 
Few thylakoids are present . 
Concentration of ribosomes in the 
chloroplast is considerably lower 
than in the chloroplast of the 
control cell (Plate 7.1) 
Note presence of DNA fibrils (I ). 
Arrows indicate small vesicles ruld 
multivesicular bodies in the 
cytoplasm. Note reduction of 
number of cristae in mitochondria. 
Glut - Os04' 
Plate 7 . 5 
Plate 7. 6 
Plate 7. 7 
-
-
-
x 48 , 000 
x 30 , 000 
x 30 , 000 
Micrograph of a field of chlorella NMI 
cells treated with 5 ppm amitrole . 
Note disorgrulisation of chloroplast 
lsmellar system , presence of ~acuole (V) 
in the cytoplasm, and starch sheath 
around pyrenoid. 
Glut - Elm04• x 19 , 980 
Plates 
and 
Plates 
and 
Plate 
7.9 
7.10 
7. 11 
7. 12 
7. 13 
PLATE 7 
Sections show effects of 5 ppm amitrole 
on chloroplast lamellae after 45 hours . 
There is a high reduction in number of 
thylakoids , and severe disruption of 
lamellae orientation. 
Note hypertrophied Golgi body (G) and 
mitochondria without cristae around the 
periphery of cell . 
Glut - KMn04• x 37 , 050 
Micrographs of 5 ppm amitrole - treated 
cells after 45 hours . Division furrow 
appears abnormal and Golgi body is 
hypertrophied . Note large accumulation 
of starch and lipid bodies . 
Daughter cells severely affected. 
Note presence of large vacuole in 
cytoplasm. 
Glut - Os04 . x 30 , 000 
Chlorella NMI , 100 hours after treatment 
with 5 ppm amitrole . Only a few vesicles 
present in chloroplast. Large vacuole 
in cytoplasm. Nuclear membrane disrupted 
at some points (arrows) . 
Matrix of mitochondria is almost clear. 
Glut - KMn04 • x 60 , 000 
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G e n e r a l  D i s c u s s i o n  a n d  C o n c l u s i o n s  
,  
T h e  r e v i e w  o f  l i t e r a t u r e  h a s  e s t a b l i s h e d  a  
p e r s p e c t i v e  r e g a r d i n g  t h e  b r o a d  u s e f u l n e s s  o f  v a r i o u s  
i n v e s t i g a t i o n s ,  a n d  s U l J l l l l a r i s e d  t h e  kno'~ledge o n  n l e t h o d s  
o f  a s s a y ,  e f f e c t s  o n  s o i l  m i c r o o r g a n i s m s ,  b e h a v i o u r ,  
p e r s i s t e n c e ,  a n d  a b s o r p t i o n  o f  p h e n y l u r e a  i n  s o i l s .  
Hm~ever, t h e r e  a r e  l i m i t a t i o n s  t o  t h e  b i o a s s a y  
t e c h n i q u e s  a s  i n d i c a t e d  i n  S e c t i o n s  1 . 2  ( 4  a n d  5 ) ,  
a n d  ( 1 )  a  l a c k  o f  inforn~tion a b o u t  t h e  f a t e  o f  t h e s e  
h e r b i c i d e s  i n  A u s t r a l i a n  s o i l s ,  ( 2 )  a  s u i t a b l e  m e t h o d  
t o  p r e d i c t  t h e i r  perforn~nce i n  t h e  f i e l d ,  ( 3 )  a  c l e a r  
a p p a r a i s a l  o f  t h e i r  m o d e  o f  a c t i o n .  
T h e y  h a v e  l e d  
t o  t h e  u s e  o f  u n i c e l l u l a r  a l g a e  i n  t h e  s t u d y  o f  
p h y t o x o c i t y  o f  t h e  p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s .  
A l g a l  A s s a y  o f  H e r b i c i d e s  
T h e  u s e  o f  u n i c e l l u l a r  g r e e n  a l g a e  a s  t e s  t  
o r g a n i s m s  f o r  h e r b i c i d e  b i o a s s a y  p r e s e n t s  c e r t a i n  
a d v a n t a g e s  o v e r  t h a t  o f  h i g l l e r  p l a n t s .  T h e y  c a n  
b e  g r O \ , n  i n  s m a l l  v e s s e l s  u n d e r  c l o s e l y  c o n t r o l l e d  
c o n d i t i o n s .  
T h e  n u m b e r  o f  o r g a n i s m s  p r e s e n t  i n  a  
l i g h t  i n o c u l u m  i s  l a r g e  e n o u g h  t o  e l i m i n a t e  t b , e  e f f e c t s  
o f  i n d i v i d u a l  v a r i a t i o n s .  
I t  i s  e a s y  t o  o b t a i n  l a r g e  
a m o u n t s  o f  a l g a l  m a t e r i a l  w h i c h  c a n  b e  u s e d  f o r  
s e v e r a l  e x p e r i m e n t s ,  w h e n  c o m p a r i s o n  o f  r e s u l t s  a r e  
r e q u i r e d .  T h e  r e s u l t s  o f  a l g a l  t e c h n i q u e s  a r e  
o b t a i n e d  ' - l i t h i n  2  t o  3  d a - y s ,  c o m p a r e d  t o  t h e  ' - l e e k s  
invo~ved i n  h i g h e r  p~ant b i o a s s a - y s .  
C h l o r e l l a  s p .  C h l o r e l l a  N } U  
a r e  s u i t a b l e  a s  t e s t  o r g a n i s m s ,  b l l t  C h 1 0 r e l l a  N H I  
'~as p r e f e r r e d  b e c a u s e  o f  i t s  h i g h  s e n s i t i v i t y  t o  
t h e  h e r b i c i d e s .  
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C h l o r e l l a  N } I T  i n  l i q u i d  a l g a l  t e c h n i q u e  g a v e  
s i g n i f i c a n t  r e s p o n s e s  t o  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m o n u r o n ,  
d i l l r o n  a n d  n e b u r o n  ( 0 . 0 0 5 - 1 . 0  p p m )  a f t e r  J  d a y  i n c u b a t i o n .  
T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  a l g a  c o u l d  b e  a n  e x c e l l e n t  
t e s t  m a t e r i a l  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  v e r - y  s m a l l  a c t i v e  
a m o u n t s  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  i n  s o i l .  
V e r y  1 0 ' - 1  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s  
c a u s e d  s t i m U l a t i o n  o f  a l g a l  g r o ' - l t h  a s  m e a s u r e d  b y  
o p t i c a l  d e n s i t y  o f  c h l o r o p h y l l  e x t r a c t s .  T h e  p r a c t i c a l  
i m p o r t a n c e  o f  t h e  s t i m u l a t o r y  e f f e c t  o f  1 0 ' - 1  c o n c e n -
t r a t i o n s  o f  t h e  h e r b i c i d e s  o n  a l g a e  w a s  s h o w n  i n  t h e  
a s s a y s  f o r  h e r b i c i d e  r e s i d l l e s  i n  t h e  s o i l  a f t e r  t h e  
fie~d tria~s. A  stimu~ation i n  aLga~ gro~th i n  
t h e  c u l t u r e  f l a s k s  c o n t a i n i n g  s o i l  s a m p l e s  f r o m  t r e a t e d  
p l o t s  i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  s m a l l  t r a c e s  o f  a c t i v e  
h e r b i c i d e .  F u r t h e r m o r e ,  a s  d i s c u s s e d  l a t e r ,  t h e  
s t i m u l a t o r - y  e f f e c t s  g a v e  a  c e r t a i n  i n s i g h t  i n t o  t h e  
m o d e  o f  a c t i o n  o f  t h e s e  h e r b i c i d e s .  
I n  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e  c o n d i t i o n s ,  
i t  ~as f o u n d  t h a t  p e r i o d  o f  i n c u b a t i o n  a n d  i n o c u l u m  
s i z e  c o u l d  r e d u c e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a l g a l  a s s a y  
t e c i l n i · 1
u e
•  
2 0  m 1 .  s a m p l e  o f '  m i n e t ' a l  s o l u t i o n  
i n o c u l a t e d  w i t h  a l g a e  t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  
"  
o f  1 0
v
c e l l s ! m l  p r o v i d e d  a  h i g h l y  s e n s i t i v e  a s s a y  
m e d i u m  ~hen m e a s u r e m e n t s  w e r e  t a l c e n  a f t e r  t h r e e  d a y  
i n c u b a t i o n .  
T h e  gro,~th r a t e  o f  C h l o r e l l a  I D U  a n d  
r a  t e  o f  a l g a l  i n h i b i t i o n  b y  t h e  l l . e r b i c i d e  w e r e  n o t  
n a r k e d l y  a l t e r e d  ~hen t h e  p H  o f  t h e  c u l t u r e  r a n g e d  
betl~een 5 . 8  a n d  7 . 5 .  
T h e  a l g a l  t e c h n i q u e  h a s  b e e n  e x t e n d e d  t o  o t h e r  
h e r b i c i d e s  w h i c h  a r e  kno~n t o  c a u s e  c h l o r o s i s  i n  
p l a n t s ,  a n d  ~as f o u n d  t o  b e  q u i c k  a n d  e f f i c i e n t  f o r  
a s s e s s i n g  t h e  p h y t o t o x i c i t i e s  o f  s u c h  h e r b i c i d e s .  
T h e  e s t i m a t i o n s  o f  i n h e r e n t  t o x i c i t i e s  o f '  
d i f f ' e r e n t  h e r b i c i d e s  b y  t h e  a l g a l  t e c h n i q u e  c o m p a r e d  
f a v o u r a b l y  t o  t h o s e  o f  h i g h e r  p l a n t s .  T h e  o r d e r  o f '  
t o x i c i t y  o b t a i n e d  b y  t h e  a l g a e  w a s :  d i u r o n >  n e b u r o n >  
m o n u r o n >  b r o m a c i l : >  a t r a z i n e >  s i m a z i n e >  a t r a t o n e >  
a m i t r o l e .  
T h i s  s t u d y  a l s o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n  t h e  
p h e n y l u r e a  h e r b i c i d e s ,  p h y t o t o x i c i t y  ~as a f f e c t e d  
b y  s u b s t i t u t i o n  o n  t h e  a r o m a t i c  g r o u p .  b u t  n o t  
n e c e s s a r i l y  b y  s u b s t i t u t i o n  o n  t h e  N - a l l < y l  g r o u p .  
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soi~ a d s o r p t i o n  
•  
T h e r e  a r e  m a r k e d  d i f f e r e n c e s  a m o n g  t h e  pheny~urea 
h e r b i c i d e s  w i t h  r e g a r d  t o  t h e i r  d e g r e e  o f  a d s o r p t i o n  
i n  a  g i v e n  soi~. 
T h i s  W a s  we~~ i~~ustrated i n  t h e  
c o m p a r i s o n  o f  e m p i r i c a l  Freund~ich a d s o r p t i o n  i s o t h e r m s  
o f  d i u r o n  a n d  n e b u r o n .  
O n e  g r a m  o f  a  U n i v e r s i t y  g a r d e n  
soi~ a d s o r b e d  1 8  t i m e s  m o r e  n e b u r o n  t h a n  d i u r o n .  I n  
t h i s  s o i l  a d s o r p t i o n  s t u d y ,  t h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  
t h e  h e r b i c i d e  w i t h  t h e  ~onger N-alky~ c h a i n  w a s  m o r e  
strong~y a d s o r b e d  b y  s o i l .  
T h e  e x p e r i m e n t  w i t h  s o i l s  c o l l e c t e d  a t  d i f f e r e n t  
d e p t h s  f r o m  t h e  s a m e  s i t e  i n d i c a t e d  t h a t  soi~ o r g a n i c  
m a t t e r  m a y  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  ~m~ering o f  t h e  herbicida~ 
a c t i v i t y  o f  d i u r o n  i n  soi~. T h e  p o s i t i v e  ro~e o f  
o r g a n i c  m a t t e r  i n  t h i s  r e g a r d  w a s  d e f i n i t e l y  estab~ished 
b y  p a p e r  d i s c  t e s t s  a n d  a d s o r p t i o n  s t u d i e s .  I n  a d d i t i o n ,  
t h e  resu~ts s h o w  t h a t  h e r b i c i d e s  w h i c h  a r e  i n h i b i t e d  i n  
t h e i r  a c t i o n s  b y  o r g a n i c  m a t t e r ,  a r e  m o r e  p h y t o t o x i c  
i n  s u b s u r f a c e  z o n e s  t h a n  i n  s u r f a c e  ~ayers o f  s o i l .  
T h e  deve~opment o f  t h e  ' P a p e r  d i s c '  t e c h n i q u e  
p r o v i d e d  a  q u i c k  m e t h o d  f o r  a s s a y  o f  p h y t o t o x i c  a m o u n t s  
o f  h e r b i c i d e s  i n  s o i l .  I t  i s  n o t  a s  s e n s i t i v e  ( 0 . 2  p p m  
f o r  d i u r o n  a n d  n e b u r o n )  a s  t h e  chemica~ a n d  o t h e r  b i o a s s a y  
m e t h o d s ,  b u t  i t  h a s  t h e  a d v a n t a g e  o f  s p e e d ,  silllp~icity, 
a n d  ~o,~ c o s t .  
T h e  d i s c  t e c h n i q u e  c l e a r l y  s h o w e d  t h a t  t h e  
p h y t o t o x i c i t i e s  o f  d i u r o n  a n d  n e b u r o n  w e r e  l o , . e r e d  
a s  t h e  a m o u n t  o f  o r g a n i c  m a t t e r  w a s  i n c r e a s e d  i n  a  
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s a n d - o r g a n i c  m a t t e r  m i x t u r e .  
T h e  i n c r e a s i n g  a d d i t i o n s  
o f  c l a y  t o  a  s a n d - c l a y  m i x t u r e  h a d  l i t t l e  i n f l u e n c e  o n  
t h e  p h y t o t o x i c i t y  o f  t h e  h e r b i c i d e s .  
I t  w a s  c o n c l u d e d  
t h a t  t h e  v a r y i n g  c l a y  c o n t e n t s  i n  s o i l s  h a d  l i t t l e  
e f f e c t  o n  t h e  h e r b i c i d a l  p e r f o r m a n c e  o f  d i u r o n  a n d  
n e b u r o n .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  e x p e r i m e n t  s h o w e d  t h e  
d i f f e r e n t i a l  a d s o r p t i o n  o f  d i u r o n  a n d  n e b u r o n  b y  
s o i l  c o n s t i t u e n t s .  
O n e  g r a m  o f  o r B " a n i c  m a t t e r  ( p e a t )  
a d s o l l : ' b e d  1 9  t i m e s  m o r e  n e b u r o n  t h a n  d i u r o n ,  a n d  1  g r a m  
o f  c l a y  a d s o r b e d  6  t i m e s  m o r e  n e b u r o n  t h a n  d i u r o n .  
P r e d i c t i o n  o f  r a t e s  o f  h e r b i c i d e  ~pplicAtion. 
I n  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  s i m p l e  c o r r e l a t i o n s  
h e t w e a n  E D 5 0  a n d  s o i l  - p r o - p e r t y ,  i t  m u s t  b e  r e c o g n i s e d  
t h a t  s o i l  p r o p e r t i e s  m a y  v a r y  t o g e t h e r ,  a s  i n d i c a t e d  
b y  t h e  h i g h l y  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n s  a m o n g  s o i l  
p r o - p e r t i e s  ( T a b l e  1 2 ) .  T h u s  c o n t r i b u t i o n s  o f  t h e  
v a r i o u s  s o i l  f a c t o r s  t o  t o x i c i t y  r e d u c t i o n  c a n n o t  
a l , . a y s  b e  d e t e r m i n e d  b y  s i m p l e  c o r r e l a t i o n s .  H o w e v e r ,  
m O l  e  i n f ' o l l l ' . 1 a t i o n  c a n  b e  o b t a i n e d  b y  r e g r e s s i o n  t e c h n i . q u e s .  
I n d i v i d u a l  c o n t r i · b u t i o n s  a n d  c o m b i n e d  c o n t r i b u t i o n s  b y  
s o i l  p r o p e r t i e s  c a n  b e  e v a l u a t e d  b y  d e t e r m i n a t i o n  o f  
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p a r t i a l  r e g r e s s i o n  a n d  " : l I l  t i p l e  l ' e e - r e s s i o n  c o e f f i c i e n t s .  
F r o m  t h e  c o r r e l a t i o n  a n d  r e g r e s s i o n  s t u d i e s ,  i t  " a s  
e v i d e n t  t h a t  o r g a n i c  m a t t e r  c o n t r i b u t e d  1 " o r e  t o  
t o x i c i t y  r e d u c t i o n  t h a n  t h e  o t h e r  s o i l  p r o p e r t i e s  
e x m  . .  i n e d  ( T a b l e s  1 2  a n J .  1 ' 3 ) .  
I t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  l e v e l  o f  o r g a n i c  m a t t e r  
i n  t h e  s o i l s  s t u d i e d  m i G h t  b e  u s e d  a s  a  p r a c t i c a l  
il~ication o f  t h e  a t " o u n t  o f  dil~ron " h i c h  " o u l d  b e  
r e < l l l i r e d  o n  a  G i v e n  s o i l  t o  p r o d u c e  C l  l l i G h  d e G r e e  
o f  s e l e c t i v e  w e e d  c o n t r o l .  
J I o l l e v e r ,  t h e  s t u d y  a l s o  
s h o l O e d  t h a t  a d s o r p t i o n  v a l u e s  G a v e  a  h i g h e r  c o r r e l a t i o n  
w i t h  E D 5 0  v a l u e s  a n d  c o u l d  b e  m o r e  a c c u r a t e  i n  
( l r e d i c t i o n  o f  h e r b i c i d e  p e r f o r m a n c e  o n  h i g h e r  p l a n t s  
( T a h l e  1 ' 3 ) .  
F i e l d  T r i a l s  
,  
H e e d s  t h a t  e m e r g e  w i t h  t h e  c r o p s  o f t e n  p e r s i s t  
t h r o u r r h  a  g r e a t e r  p o r t i o n  o f  t h e  g r o w i n G  p e r i o d .  T h e y  
c o m p e t e  s t r o n g l y  " i t h  t h e  c r o p s  f o r  ,~ater, l i G h t  a n d  
n u t r i e n t s  r l u r i n c  t h e  e a r l y  G r 0 l 1 t h  s t a g e s .  
D u r i n g  
t h i s  p e r i o d ,  t h e  w e e d s  m a y  a l s o  b e  h a r t ! t 1 u l  a s  h o s t s  
o f  p e s t s  a n d  d i s e a s e s  \~hich a r e  t r a n s m i t t e d  t o  t h e  
•  
s e n s i t i v o  yOl1ll.~ s e e d l i n g s o  l f e e d s  e m e r g i n g  a f t e r  
t h e  c r o p  i s  e s t a b l i s h e d  c a u s e  o l u y  s l i g h t  da~~ge t o  
t h e  c r o p .  
T h e  s o o n e r  w e e d  c o m p e t i t i o n  i s  r e m o v e d  
t h e  g r e a t e r  " i l l  b e  t h e  p o s s i 1 J i l i  t y  o f  a n  i m p r o v e m e n t  
i n  y i e l d .  
F r O l a  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  f i e l d  t r i a l s  : i . t  i s  
a p p < ' . r e n t  t h a t  a  1 o o ; t  c o n t r o l  o f  H e e d  duri~ t h e  e n t i r e  
c r o p  c y c l e  i s  n o t  n e c e s s n r y  t o  o b t a i n  a n  i n c r e a s e  i n  
y i e l d .  
~joreover, t h e  a m o u n t  o f  h e r b i c i d e  r e q u i r e d  
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t o  a c h i e v e  t h a t  c o n t r o l  u S l l a l l y  l o a v e s  h a r m f u l  r e s i d u e s .  
T h e  r e c o r : n J l e n d e d  r a t e s  o f  a p p l i c a t i o n  o f  i n c o r p o r a t e d ,  
p r e - p l a n t i n g  h e r b i c i d e s  p r e v e n t e c t  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  
. .  e e d s  b e f o r e  p l a n t i n g ,  a n d  a c l r i e v e d  a n  a t i e ' l u a  t e  ,~eed 
c o n t r o l  (70-80'~) o v e r  t h e  f i r s t  3 - 4  1 I I 0 n t h s ,  w i t h o l l t  
i n j u r y  t o  t h e  c r o p .  T h i s  e a r l y  c o n t r o l  e n a b l e d  t h e  
c r o p  t o  t a l { e  f u l l  a d v a n t a v , e  o f  t h e  a b s e n c e  o f  , . . a e d  
c o m p e t i  t i o n ,  a n d  t o  p r o d u c e  a  v e r y  d e n s e  c a n o p y  o f  
l e a v e s  " h i c h  c o u l d  e x e r c i s e  a n  e x c e l l e n t  b i o l o g i c a l  
c o n t r o l  o v e r  s e c o n d a r y  " e e d  v , e r n . i n a  t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  
b y  c a u s i I l f . :  a  r e t a r d a t i o n  o f  ,~eecl c r o " t h ,  s e o d  f o r r r n t i o n  
o f  t h e  ,~eed p l a n t s  w a s  d e l a y e d .  
T h e  a b s e n c e  o f  w e e d  
s e o d s  a t  h a r v e s t  t i l l l e  w o u l d  g r e a t l y  r e d u c e  g r a d i n g  
c o s t s  a n d  a  h i e h e r  r e t u r n  ,~ould b e  o b t a i n e d  f o r  a  
h i e h  q u a l i t y  p r o d u c t .  
I t  i s  p r a c t i c a l  t o  r e m o v e  r e s i d u a l  \~eeds a f t e r  
h a r v e s t  o f  c r o p  p l a n t  b y  m e c h a n i c a l  c u l t i v a t i o n .  
T h u s  a  c o m b i n e d  c h e m i c a l - b i o l o e i c a l - m e c h a n i c a l  w e e d  
c o n t r o l  c a n  b e  r e a l i s e d .  
T h e  f ' i e l d  t r i a l s  h a v e  a l s o  s h o w n  t h a t  t i r a l l a t e  
e f f i c i e n t l y  c o n t r o l l e d  r y e g r a s s ,  b u t  l a c k e d  a c t i v i t y  
o n  b r o a d  l e a v e d  w e e d s .  E l i m i n a t i o n  o f '  r y e g r a s s  i n  
a  w h e a t  c r o p  b y  t r i a l l a t e  m a y  s o m e t i m e s  r e s u l t  i n  a n  
i n c r e a s e  o f '  b r o a d  l e a v e d  w e e d s  a n d  s o  o f ' f ' - s e t  t h e  
a d v a n t a g e  e a i n e d  b y  t h e  h e r b i c i d e .  
T h e  p o t e n t i a l i t y  
o f '  d i u r o n  a n d  s i m a z i n e  f ' o r  w e e d  c o n t r o l  i n  w h e a t  n e e d s  
d e v e l o p i n g  f ' o r  i t  s h o w s  c o n s i d e r a b l e  p r o m i s e  a n d  c a n  
' f e l l  p r o v e  t o  b e  a n  e c o n o m i c  a n d  r e l i a b l e  a n s w e r  t o  
t h e  p r o b l e m  o f '  c e r t a i n  b r o a d - l e a f '  w e e d s .  F u r t h e r m o r e ,  
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i t  s h o w s  t h e  p o s s i b i l i t y  o f '  u s i n g  d i u r o n  a n d  s i m a z i n e  
a s  p a r t  o f '  a  h e r b i c i d a l  m i x t u r e  ,~here i t s  ,~eed s p e c t r u m  
a n d  c r o p  s e l e c t i v i t y  c a n  b e  c o m p l e m e n t e d  b y  a n o t h e r  
h e r b i c i d e ,  s u c h  a s  t r i a l l a t e .  
U l t r a s t r u c t u r a l  s t U d i e s  o f '  C h l o r e l l a  ~IT a n d  
E u g l e n a  .  
D i f f e r e n t  f i x a t i o n  p r o c e d u r e s  f o r  e l e c t r o n  
m i c r o s c o p y  w e r o  a p p l i e d  t o  t h e  a l g a l  c e l l  s ,  a n d  t h e  
p r o c e d u r e  i n v o l v i n g  t h e  u s e  o f '  g l u t a r a l d e h y d e  a s  a  
p r e - f ' i x a t i v e  f'ollm~ed b y  o s m i u m  t e t r o x i d e  o r  p o t a s s i u m  
p e r n a n e a n a t e  g a v e  e x c e l l e n t  p r e s e r v a t i o n  o f  f ' i n d  s t r u c t u r e .  
A s  t h e  h e r b i c i d e s  t o  b e  s t u d i e d  a r e  l < n o w n  t o  
c a u s e  c h l o r o s i s  i n  g r e e n  l e a v e s ,  p o s s i b l y  b y  i n h i b i t i n g  
p i g m e n t  s y n t h e s i s  o r  c h l o r o p l a s t  d e v e l o p m e n t ,  i t  i s  
e x p e c t e d  t h a t  t h e y  , w u l d  a f ' f ' e c t  p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  
t h e  c h l o r o p l a s t .  
C y t o l o g i c a l  s t u d i e s  ( l i g h t  a n d  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p y )  ,~ere t h e r e f o r e  u s e d  t o  e s t a b l i s h  
t h e  p r e s e n c e  o f  a  p r o t e i n  s y n t h e t i c  s y s t e m  i n  C h l o r o -
p l a s t s  o f  C h l o r e l l a  N M I  a n d  E u g l e n a .  T h e s e  s t u d i e s  
d e m o n s t r a t e d  D N A ,  r i b o s o m e s  a n d  p o l y r i b o s o m e s  i n  t h e  
c h l o r o p l a s t s  o f  t h e  a l g a e .  
}~ore i n t e r e s t i n g ,  h o  . .  e v e r ,  " a s  t h e  a t t a c h m e n t  
o f  D N A  f i b r i l s  a n d  p o l y r i b o s o m e s  t o  t h e  l a m e l l a r  
m e m b r a n e s .  
T h i s  s t r o n g l y  s u g g e s t s  t h a t  p r o t e i n  
s y n t h e s i s  a n d  D N A  r e p l i c a t i o n  t a k e  p l a c e  a t  s i t e s  
a s s o c i a t e d  o r  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  . .  i t h  t h e  l a m e l l a r  
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m e m b r a n e s .  P o s s i b l y ,  c t l l o r o p l a s t  r i b o s o m e s  a r e  f o r m e d  
a t  t l l . e  s i t e  o f  a t t a c h l l l e n t  o f  D N A  t o  t h e  l a m e l l a r  m e m b r a n e ,  
a n d  t h e r e ,  a r e  a s s e m b l e d  a s  p o l y r i b o s o m e s .  T h e  
o b s e r v a t i o n s  a l s o  i m p l y  t h a t  p r o t e i n  s y n t h e s i z e d  b y  
t h e s e  p o l y r i b a s o m e s  t a k e s  p l a c e  a t  t h e  s a m e  s i t e .  
D i r e c t  c o n n e c t i o n  b e t , ; e e n  D N A  m o l e c u l e s  a n d  t h e  m e m b r a n e  
s y s t e m  i s  , ; e l l  k n o w n  i n  b a c t e r i a  ( N o r g a n  e t  a l ,  1 9 6 7 ) ,  
i n  c h l o r o p l a s t s  o f  b r 0 1 , l n  a l g a e  ( B i s a l p u t r a  a n d  B u r t o n ,  
1 9 6 9 )  i n  c h l o r o p l a s t s  o f  g r e e n  p l a n t s  ( 1 i f o o d c o c l <  a n d  
F e r n a n d e z ,  1 9 6 8 ;  W e r z  a n d  K e l l n e r ,  1 9 6 8 ) .  I t  ' ; a s  
s u g g e s t e d  t h a t  a s s o c i a t i o n  f a c i l i t a t e d  r e p l i c a t i o n  o f  
t h e  D l r A  m o l e c u l e s .  
I n  t h E  p r e s e n t  s t u d y ,  r e p l i c a t i o n  
o f  D N A  i n  C h l o r e l l a  N l > I T  c h l o r o p l a s t  w a s  i n d i c a t e d  b y  
t h e  p r e s e n c e  o f  s i n g l e  l o o p e d  a n d  d o u b l e  l o o p e d  s t r u c t u r e s .  
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E v i d e n c e  w a s  p r e s e n t e d  t o  sho,~ m a r k e d  d i f f e r e n c e s  
i n  t h e  m o d e  o f  d i v i s i o n  o f  C h l o r e l l a  m u  f r o m  s p e c i e s  
o f  C h l o r e l l a  e x a m i n e d  b y  o t h e r  w o r k e r s .  
D i v i s i o n  
o c c u r r e d  b y  s u c c e s s i v e  b i p a r t i t i o n .  
A n o t h e r  i n t e r e s t i n g  
p o i n t  r e v e a l e d  b y  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d i e s  w a s  
t h e  d i r e c t  i n v o l v e m e n t  o f  t h e  n u c l e u s  i n  p r o v i d i n g  
m a t e r i a l  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  G o l G i  b o d y .  
E f f e c t s  o f  h e r b i c i d e s  o n  a l c a l  c e l l s  
V e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i u r o n  s t i m u l a t e d  
c e l l  d i v i s i o n  a n d  c h l o r o p h y l l  p r o d u c t i o n .  
I t  i s  
p r o p o s e d  t h a t  t h e  s t i m u l a t i o n  i s  d u e  t o  a  c y t o ] < i n i n  
e f f e c t  o f  d i u r o n  m o l e c u l e s  i n  t h e  n i o l e c u l e s ,  r e s u l t i n g  
i n  i n c r e a s e d  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  h e n c e  i n c r e a s e  i n  
c h l o r o p h y l l  p r o d u c t i o n .  
F r o m  a  s t u d y  o f  c h l o r o p h y l l  a  
t o  b  r a t i o s ,  i t  ,~ould a p p e a r  t h a t  t h e  p r i m a r y  e f f e c t  
o f  d i u r o n  i s  l o c a l i s e d  o n  c h l o r o p h y l l .  
F u r t h e r ,  t h e  
e f f e c t s  o n  c h l o r o p l a s t i c  p i g n l e n t s  a r e  n o t  s e c o n d a r y  
t o  a n  e f f e c t  u p o n  t h e  c h l o r o p l a s t  i t s e l f .  
T h e  h e r b i c i d e  
h a d  a  p r e f e r e n t i a l  i n h . i b i t o r y  e f f e c t  o n  c h l o r o p h y l l  b ,  
c a u s i n g  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  c h l o r o p h y l l  a  t o  h  r a t i o .  
I t  i s  c o n c l u d e d  t h a t  t h i s  c h a n g e  i n  c h l o r o p h y l l  i n t e r -
f e r e s  w i t l l  t h e  n o r m a l  a c t i v i t y  o f  P h o t o s y s t e m  1 1 ,  a n d  
a l s o  c a u s e s  a  d i s r u p t i o n  o f  t l l e  l a m e l l a  s t a c k i n g  i n  t l w  
c h l o r o p l a s t ,  a n d  t h e  r e r ; u l a r  a r r a n g e m e n t  o f  t l l e  l a m e l l a e  
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w i t h i n  t h e  c h l o r o p l a s t .  A  s i m i l a r  e f f e c t  w a s  o b s e r v e d  
i n  E u g l e n a ,  b u t  t h e  c e l l  a l s o  r e s p o n d e d  b y  f o r m i n e -
c y r o l y  s o m e s ,  a n d  u s i n g  t h e  b r e a k d 0 1 ; n  p r o d u c t s  o f  
n o n - e s s e n t i a l  c o m p o n e n t s  o f  tl~o c y t o p l a s m  t o  c a r r y  
o u t  t h e  m o r e  b a s i c  v i t a l  p r o c e s s e s  f o r  s u r v i v a l .  T h i s  
r e s p o n s e  l M y  e x p l a i n  t h e  c a p a b i l i t y  o f  t h e  E u g l e n a  t o  
r e s i s t  h i g h  d o s a g e s  o f  d i u r o n ,  a l t h o u g h  t h e  c h l o r o p l a s t s  
a r e  d i s r u p t e d  a n d  b r o k e n  d o w n  a t  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s .  
I n  t h e  s t u d i e s  w i t h  a m i t r o l e ,  t h e  s y n c h r o n i s e d  
C h l o r e l l a  N N I  c e l l s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  t r e a t m e n t  a t  
l o w  l e v e l s  o f  t h e  h e r b i c i d e .  I t  ' . ; a s  a s s u m e d  t h a t  a t  
t h e  l o w e s t  e f f e c t i v e  c o n c e n t r a t i o n ,  o n l y  o n e  o r  t w o  
m e t a b o l i c  r e a c t i o n s  , ; o u l d  b e  a f f e c t e d ,  a n d  a t  h i g l l  
c o n c e n t r a  t  i o n s  s e v e r a l  r e a c t i o n s  , ; o u l d  b e  i n l l i h i  t e d  
a  t  t h e  s a m e  t i t H e .  
c o n c e n t r a t i o n s  ( 1  a n d  5  p p m )  o f  
a r . , i  t r o l e  " h i c h  d i d  n o t  h a v e  a n y  o r  o n l y  a  s l i g h t  e f f e c t  
o n  c e l l  g r o w t h  w e r e  u s e d ,  T h e  r e s u l t s  c l e a r l y  i n d i c a t e d  
t h a t  c a r o t e n o i d  syntl~esis ' v a s  t i l e  p r i l ' , a r y  t a r g e t  o f  
a~itrole t o x i c i t y .  
C a r o t e n o i d  p i [ ; [ , e n t s  d e g r a d e d  f a s t e r  
i n  t h e  a l l l i t r o l e - t r o a t e d  c l l l o r o p l a s t s  t h a n  c i t l o r o p h y l l .  
I t  i s  c o n c l u d e d  t h a t ,  a s  t h e  p r o t e c t i v e  a c t i o n  o f  
c a r o t e n o i d  d e c r e a s e s  , y i t h  l o s s  o f  t h e  ? i g m e n t ,  c h . l o r o p h y l l  
i s  p h o t O - O X i d i s e d .  
I t  i s  a l s o  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  
b r e a k d O \ ; n  p r o d u c t s  o f  c h l o r o p h y l l  m a y  t h e n  a f f e c t  t h e  
2 5 0  
c h l o r o p l a s t  D N A ,  r e s u l t i n g  i n  a n  i n t e r f e r e n c e  " i t h  
c h l o r o p l a s t  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  
T h i s  s u g g e s t i o n  i s  s C l p p o r t e d  h y  t h e  " o r ] ,  o f  
' \ a y l o r  ( 1 9 6 4 )  " h o  f o u n d  t h a t  t h e  e f f e c t  o f  a f i 1 i t r o l e  
o n  t h e  f r o n d s  o f  L e m n a  n i n o r  \ ; a s  v e r y  l i k e  t h a t  o f  
Ge~ctlcDl varie~ation. 
2 5 1  
A C K N O W L E D G E H E N l ' S  
T h i s  w o r k  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  D e p a r t m e n t  o f  
H i c r o b i o l o g y ,  U n i v e r s i t y  o f  S y d n e y ,  u n d e r  t h e  s u p e r v i s i o n  
o f  P r o f e s s o r  Y . T .  T c h a n ,  t o  w h o m  I  ,~ish t o  e x p r e s s  m y  
s i n c e r e  g r a t i t u d e  f o r  h i s  i n t e r e s t  a n d  c o n s t r u c t i v e  
c r i t i c i s m .  
I  ' i O u l d  a l s o  l i k e  t o  e x t e n d  m y  t h a n k s  t o  
P r o f e s s o r  N .  C o l l i s - G e o r g e ,  D e p a r t l J l e n t  o f  S o i l  S c i e n c e ,  
U n i v e r s i t y  o f  S y d n e y ,  a n d  D r .  T I . J .  S w a b y ,  C . S . I . R . O .  
D i v i s i o n  o f  s o i l s ,  A d e l a i d e ,  f o r  l < i n d l y  s u p p l y i n g  m e  
, d t h  t h e  s o i l s  u s e d ;  e v e r y b o d y  i n  t h e  D e p a r t m e n t  o f  
} l i c r o b i o l o g y  f o r  h e l p f u l n e s s ,  e s p e c i a l l y  N i s s  L .  D i m e n t  
a n d  H r .  T .  B r o w n .  
T h a n k s  a r e  a l s o  d u e  t o  H r s .  H .  R o s s e r  a n d  
N r s .  D .  T u k t e n s  f o r  t y p i n g  o f  t h e  t h e s i s .  
L a s t ,  b u t  n o t  l e a s t ,  I  ,~ish t o  e x p r e s s  m y  t h a n k s  
t o  H r .  R .  A n t o i n e ,  N a u r i  t i l l S  S u g a r  I n d u s t r y  R e s e a r c h  
I n s t i t u t e ,  f o r  h i s  k i n d n e s s  a n d  u n d e r s t a n d i n g .  
T h i s  w o r k  w a s  i n i t i a l l y  s u p p o r t e d  b y  a  T e a c h i n g  
F e l l o w s h i p  i n  t h e  D e p a r t m e n t  o f  I ' J i c r o b i o l o g y ,  a n d  l a t e r  
b y  a  s t u d e n t s h i p  f r o m  t h e  A u s t r a l i a n  R u r a l  C r e d i t  
D e v e l o p m e n t  F u n d .  
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Appendix C 
1. Oats - ED values 
50 
Aga,inst Organ,ic 
Regression Analysis 
Source D.F. 
Regression 1 
Deviations 12 
Total 13 
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1I.S. 
32.7086 
0.8179 
Regression Coefficients Standard errors 
-0.1450 0.5475 
1.3847 0.2260 
Content 
V.R. 
37.513*** 
Regression equation = y = -0.1450 + 1.3847 x 
( 14 
soils: 
2. A,lgae - ED va,lues against Organic ca.rbon content (20 
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Regression Analysis 
Source D.F. 
Regression 1 
Deviations 18 
Total 19 
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Regression Coefficient St=dard errors 
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